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1. Einleitung 
1.1. Das humane Immunsystem 
Das Immunsystem des Menschen stellte sich in den letzten Jahrzehnten als  
geeignetes Medium für die Grundlagenforschung der Zellfunktionen und der 
Interaktionen der einzelnen Zellpopulationen heraus. Die einzelnen 
Komponenten des humanen Immunsystems arbeiten eng verknüpft 
miteinander und umfassen zelluläre sowie lösliche Bestandteile.  
Die zellulären Bestandteile des Immunsystems können in den unspezifischen 
oder angeborenen sowie den erworbenen Anteil unterteilt werden. Diese 
Zellen treten durch ein ausgewogenes Kommunikationssystem miteinander in 
Kontakt. Es sind die Zytokine, welche dieses Wechselspiel ermöglichen und 
für einen reibungslosen Ablauf der Immunreaktionen sorgen. Zytokine werden 
häufig als Zellhormone bezeichnet, obwohl sie nicht von spezifischen 
Hormondrüsen sekretiert, sondern von einzelnen Zellen des Immunsystems 
sezerniert werden. Immunkompetente Zellen sind in unterschiedlich hohem 
Ausmaß in der Lage Zytokine freizusetzen, die dann autokrin oder parakrin 
wirken. Diese Zellen produzieren jeweils typische Zytokinspektren und 
ermöglichen über diese Botenstoffe Wechselwirkungen zwischen 
unspezifischem und spezifischem Immunsystem. Die Gruppe der Zytokine 
umfasst neben den Interleukinen (IL) und den Interferonen (IFN) die 
Chemokine (CK), koloniestimulierende Faktoren (Colony stimulating factors; 
CSF), Tumor-Nekrose-Faktoren (TNF) und außerdem die Wachstumsfaktoren 
(growth factors; GF). Durch die Erforschung des Immunsystems, 
insbesondere des unspezifischen Anteils, erweiterte sich das Wissen über die 
vielfältigen Wirkungsweisen des Zytokinnetzwerkes. Das Wechselspiel scheint 
unüberschaubar, und doch bleiben einige relativ geschlossene 
Zytokinsysteme bestehen. So sind beispielsweise das Monokinspektrum 
bestehend aus IL-1, IL-6 und TNF-α, und das Lymphokinspektrum zu 
unterscheiden (Kirchner et al., 1993).  
Die Reifung des Immunsystems geht mit der Ausdifferenzierung der 
spezifischen Zellen einher und erfolgt innerhalb der ersten Lebensjahre. 
Zellen können nur dann optimal heranreifen, wenn das Milieu der Umgebung 
die physiologischen Bedingungen erfüllt. Nicht nur die wesentlichen Elemente 
wie Natrium, Kalium oder Chlor bedingen die optimale Zusammensetzung des 
Milieus, sondern auch Spurenelemente.  
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Zinkionen stellten sich in den letzten Jahrzehnten als essenziell für Wachstum 
und Proliferation bestimmter Leukozyten heraus (Rink und Gabriel, 2001). Die 
Bedeutung von Zink für das Immunsystem in seiner Gesamtheit soll im 
Rahmen dieser Arbeit weiter untersucht werden.  
1.2. Chemie des Zinks 
Zink gehört in die Gruppe der Übergangsmetalle mit einer  
3d10-Elektronenkonfiguration und besitzt daher besondere chemische und 
biophysikalische Eigenschaften. Es bildet z.B. mit Wasser stabile Komplexe 
mit niedrigen Koordinationszahlen (Kaim und Schwederski, 1991). So liegt 
Zink in Zink-Enzym-Komplexen zumeist an Histidin- und Cysteinresten 
gebunden vor und weist hierbei immer die Oxidationsstufe II  
auf und verhält sich somit anders als andere Übergangsmetalle, die in der 
Regel mehrere Oxidationsstufen annehmen können (Vallee und Auld, 1993). 
Diese Beobachtung unterscheidet Zink von ähnlichen Metallionen wie  
z.B. Cobalt und Nickel, 3d7- bzw. 3d8-Metalle, die sich durch vergleichbare  
Ionenradien und die Bildung strukturell ähnlicher Komplexe auszeichnen 
(Lincoln, 1971; Huheey, 1988). Weiterhin sei zu erwähnen, dass die Elemente 
Nickel und Cobalt in Enzymen durch Zink ersetzt werden können. Im Rahmen 
chemischer Untersuchungen wurde die Wirkung der Zinkionen auf das 
Immunsystem im Wesentlichen mit Quecksilber verglichen, da es aufgrund 
seiner 5d10-Elektronenkonfiguration eine Homologie zu Zink aufweist  
(Schöpf, 1967; Reardon und Lucas, 1983 und 1987; Huheey, 1988).  
Damit bildet es auch ähnliche, wenn auch niedriger koordinierte Komplexe in 
wässriger Lösung (Huheey, 1988). Kalziumionen besitzen im Gegensatz zu 
Zink eine 3d0- Elektronenkonfiguration und haben nur eine geringe Neigung, 
Komplexe in wässriger Lösung zu bilden. Der Ionenradius von Kalzium ist 
wesentlich größer als der von Zink und ist nicht mit Zink vergleichbar (Kaim 
und Schwederski 1991). Magnesium, obwohl auch ein zweiwertiges Ion, kann 
aufgrund seiner Lewis-Azidität keine Komplexe mit Histidin- oder Cystein-
Resten eingehen (Kaim und Schwederski, 1991).  
 
1.3. Zinkstoffwechsel des Menschen 
Der Gesamtzinkgehalt des menschlichen Körpers beläuft sich auf 2-3 g. Für 
die tägliche Zufuhr von Zink gibt es Richtlinien von der nationalen Akademie 
der Wissenschaften („National Academy of Sciences“, USA), welche die 
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oberen tolerablen Einnahmewerte („Tolerable Upper Intake Level“; UL) für 
Zink untergliedern, die Deutsche Gesellschaft für Ernährung erstellte 
zusammen mit österreichischen und schweizerischen Organisationen 
Referenzwerte für die empfohlene Zufuhr von Zink: 
Obere tolerable Einnahmewerte / empfohlene Zufuhr* 
0-6 Monate 4 / 1* mg/d 
7-12 Monate 5 / 2* mg/d 
1-3 a 7 / 3* mg/d 
4-8 a 12 / 5* mg/d 
9-13 a 23 / 8* mg/d 
14-18 a 34 / 8* mg/d 
ab 19 a 40 / 8* mg/d 
Schwangere 14-18 a 34 / 10* mg/d 
Schwangere 19-50 a 40 / 10* mg/d 
 
Für stillende Mütter gelten dieselben Angaben wie für Schwangere. Die 
Empfehlung besagt, dass nach Aufnahme dieser Mengen mit keinerlei 
Nebenwirkungen zu rechnen ist (National Academy Press, 2002, Umschau-
Buchverlag, 2000), eine ausgewogene Ernährung kann diesen Bedarf decken 
und macht eine Substitution unnötig (Kirchgessner et al., 1982).  
Die Resorption von Zink erfolgt größtenteils über einen aktiven Carrier-
abhängigen Mechanismus im Dünndarm (Cousins, 1985). Das cysteinreiche 
intestinale Protein spielt hierbei eine wesentliche Rolle beim transzellulären 
Transport des Zinks vom Darmlumen in das Blutplasma (Hempe und Cousins, 
1992). Faserreiche, phytathaltige Kost führt durch Chelatbildung zu einer 
verminderten Zinkaufnahme, Glukose und einige Aminosäuren erhöhen die 
Zinkresorption (Prasad, 1984 und 1995; Lee et al., 1989).  
Zinkmangelerscheinungen können durch verminderte Zufuhr des Elements, 
Arzneimittelinteraktionen, Zinkverluste, wie sie z.B. durch erhöhte Diurese zu 
beobachten sind, sowie durch einen erhöhten Bedarf an Zink bedingt sein 
(Halsted und Smith, 1970; Grüngreiff, 1993). Einzelne Organe haben auch 
gesonderte Wege gefunden, Zink anzureichern, wie etwa die Prostata 
(Franklin et al., 2003). Die Ausscheidung des Zinks erfolgt mit dem 
Pankreassaft, über die Fäces, den Urin sowie über den Schweiß (Endre et al., 
 
_____________________________________________________________________ 
 
4
1990; Van Wouwe und Uijlenbroek, 1994). Es existiert keine Speicherform des 
Zinks, was die geringe Toxizität des Metalls erklärt. Das Zinkdampffieber ist 
die einzige toxische Manifestation einer Zinkaufnahme. Hierbei handelt es sich 
jedoch um eine Inhalation von elementaren Zinkdämpfen und nicht um eine 
Inkorporation von Zink in ionischer Form (Blanc et al., 1993). Zink hat auch bei 
erhöhtem Serumspiegel keine direkten toxischen Effekte. Es konkurriert 
jedoch mit anderen zweiwertigen Ionen und kann deren Konzentration, z.B. 
durch Metallothionein-Induktion senken, was bei der Interaktion mit Kupfer 
geschieht, folglich erniedrigt Zink den Kupferspiegel, was Stoffwechsel-
störungen auslöst (Fosmire, 1990). 
Der physiologische Zink-Plasma-Spiegel des Menschen beträgt 12-16 µM 
(Bettger und O`Dell, 1993) und macht somit nur 0,1% des gesamten 
Zinkgehalts des Körpers aus (Crea et al., 1990). Im Plasma liegt das Ion  
zu ca. 60% niedrigaffin an Albumin und zu ca. 30% hochaffin an  
α2-Makroglobulin gebunden vor (Rink und Gabriel, 2000; James, 1990;  
Vallee und Falchuk, 1993). Bei der Bindung an α2-Makroglobulin bewirkt Zink 
unter Einfluss auf die Proteinstruktur eine Interaktion mit Zytokinen und 
Proteasen (James, 1990). Neben dem Albumin und dem  
α2-Makroglobulin ist auch Transferrin zu ca. 10% am Zinktransport im Serum 
beteiligt (Phillips und Azari, 1974; Gless et al., 1992). Ingestiertes oder 
parenteral zugeführtes Zink wird innerhalb weniger Stunden von der Leber 
aufgenommen (Vallee und Falchuk, 1993). 
Im humanen Organismus befinden sich 99% des gesamten Zinks im Gewebe 
(Crea et al., 1990). Zinkpools sind unterschiedliche Areale, in denen es zu 
einer Anreicherung von Zinkionen kommt. Es werden hier zwei Pools 
unterschieden: ein größerer, fest an Metalloproteine gebundener sowie ein 
kleinerer, labiler Pool, der sowohl freies, vesikulär und membranös 
assoziiertes, als auch an Metallothionein gebundenes Zink enthält  
(Bettger und O`Dell, 1993; Zalewski und Forbes, 1993).  
Metalloproteine umfassen auch die mehr als 300 Zink-abhängigen 
Metalloenzyme, die am Stoffwechsel von Kohlenhydraten, Proteinen, Lipiden, 
Nukleinsäuren und Hormonen beteiligt sind (Prasad, 1995). Von den 
Hormonen nimmt das Thymulin, welches im Thymus vorkommt und an der  
T-Zell Entwicklung beteiligt ist, eine Sonderstellung ein, da es strikt Zink-
abhängig und essenziell für die T-Zell Reifung ist (Fraker und King, 2004). 
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Zink kommt in den Mitgliedern aller sechs Enzymfamilien vor und erfüllt drei 
unterschiedliche Funktionen: 
1. strukturelle Stabilisierung 
2. Beeinflussung der enzymatischen Aktivität 
3. Zentralion im enzymatischen Zentrum des Proteins 
Zinkionen stabilisieren einige Transkriptionsfaktoren und Hormonrezeptoren, 
wie z.B. den Transkriptions-Faktor (TF) III und den Glukokortikoid-Rezeptor 
(Rink und Gabriel 2000). Die Speicherform des Insulins in den β-Zellen des 
Pankreas erhält ebenfalls seine Stabilität durch Zinkionen. Es konnte auch 
gezeigt werden, dass intrazelluläres labiles Zink der Apoptose entgegenwirkt. 
Die daran beteiligten Mechanismen sind bisher nur zum Teil aufgeklärt 
(Derewenda et al., 1989; Struhl, 1989; O`Halloran, 1993; Taylor und 
Blackshear,1995, Ho et al. 2004). 
Die Verteilung des intrazellulären Zinks wird vor allem durch Metallothionein 
reguliert, es verfügt über eine hohe strukturelle Flexibilität und kann somit  
schnell für den Transfer bereitstehen (Kägi, 1991; Chesters, 1992). Organe, 
wie z.B. die Leber, die besonders reich an labilem Zink sind, weisen einen 
besonders hohen Spiegel an Metallothionein auf. Dieses Zink-bindende 
Protein wird selbst durch DNA-bindende metallreponsive Elemente („metal 
responsive elements“) aktiviert, die durch Zink gebunden werden und über 
Zytokine und Glukokortikoide reguliert werden (Coyle et al., 1994). Eine 
Infektion bewirkt in der Leber über die Akut-Phase-Reaktion eine Zytokin-
vermittelte Induktion der Metallothionein-Genexpression. Infolgedessen 
kommt es zu einer Zinkspiegelsenkung im Blutplasma sowie zur Anreicherung 
in der Leber (Singh et al.,1991; Serushago und Chandra, 1995).  
 
1.4. Immunmodulatorische Wirkungen von Zink 
Die Bedeutung von Zink für das Immunsystem wird dadurch offenbar, dass es 
bei Mangelerkrankungen zu erheblichen Auswirkungen auf verschiedene 
Immunfunktionen kommt (Fraker und King, 2004). Bei einer Unterversorgung 
mit anderen Spurenelementen zeigen betroffene Patienten Wachstums- und 
Entwicklungsstörungen. Die in Bezug auf einen Zinkmangel 
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schwerwiegendeste Erkrankung stellt Acrodermatitis enteropathica, eine 
autosomal-rezessiv vererbte Zink-Malabsorptionsstörung, dar (Myonahan, 
1981). 
Die Erkrankung führt zu einem extrem niedrigen Zinkspiegel im Serum gefolgt 
von mukokutanen Läsionen, schweren Durchfällen und einem Immundefekt. 
Es treten häufig Sekundärinfektionen mit Bakterien, Viren und Pilzen auf 
welche mit der Thymusatrophie in Verbindung stehen und welche unbehandelt 
zum Tode des Betroffenen führen (Neldner et al., 1978; Myonahan, 1981). 
Orale Zinkapplikation bewirkt die Vollremission der genannten Symptome 
(Neldner und Hambidge, 1975; Good et al. 1982). Neuere Untersuchungen 
zeigen, dass hierfür Mutationen des Histidin-reichen Transmembranproteins  
hZIP4 (ZIP = Zrt-, Irt- like Protein) verantwortlich sind. Es wurde 
herausgefunden, dass eine Mutation in der Region SLC 39 A4 mit der 
Erkrankung assoziiert ist (Kury et al., 2002; Wang et al., 2002).  
Immundefekte sind auch bei leichterem Zinkmangel vorhanden, der im 
Rahmen von anderen Erkrankungen auftreten kann (Fraker und King, 2004, 
Chandra 2004). Viele Patientengruppen weisen daher entsprechende 
Symptome auf z.B. Mehrfach-Transfundierte, Alkoholiker, HIV-Erkrankte und 
Karzinompatienten. Auch Patienten nach parenteraler Ernährung oder Dialyse 
sind von Defekten der zellulären Abwehr, bedingt durch einen Zinkmangel 
betroffen (Frankel, 1993; Travaglini et al., 1989; Holtkamp et al., 1991; 
Moraglio et al., 1993; Diez Ruiz, 1988; Isa et al., 1992; Chakarvarty et al., 
1986, Zhou et al. 2004). Zusätzlich leiden ältere Menschen an einem 
erniedrigten Zinkspiegel, wodurch sich ihre zelluläre Abwehr verschlechtert 
(Duchateau et al., 1981; Bodgen et al., 1990). Der genaue Mechanismus, 
welcher hinter dieser Beeinflussung steht, ist jedoch noch nicht geklärt.  
Die Zellen des Immunsystems sind in ihrer Differenzierung von 
unterschiedlichen Prozessen abhängig, u.a. Apoptose. Zellen, welche auf 
körpereigenes Gewebe reagieren, müssen ausgeschaltet werden, um 
autoreaktive Prozesse zu verhindern. Dies geschieht entweder über Anergie 
oder durch Apoptose. Eine genaue Regulation der Apoptose ist für diese 
entscheidenden Prozesse Bedingung. Zinkionen haben großen Einfluss auf 
die Apoptose, so können sie inhibierend wirken (Zalewski und Forbes, 1993; 
Fukamachi et al., 1998; Ishido et al., 1999; Maret et al., 1999, Ho et al., 2004). 
Des Weiteren kann sowohl ein erhöhter, als auch ein niedriger Zinkspiegel in 
vitro verstärkt Apoptose auslösen (Jiang et al., 1995; Umezawa et al., 1999; 
Fraker et al., 1995). 
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Zink spielt in der ersten Phase der Immunreaktion eine entscheidende Rolle, 
denn ein Zinkdefizit kann nicht nur die Rekrutierung, sondern auch die 
Chemotaxis der neutrophilen Granulozyten inhibieren (Ho et al., 2004). 
Ebenso setzt der erniedrigte Zinkspiegel auch die Aktivität der natürlichen 
Killerzellen herab (Ferencik et al., 2003). Ferner verschlechtert sich die 
Phagozytoseaktivität der Makrophagen und Neutrophilen. Doch nicht nur die 
Zellen des angeborenen (innate) Immunsystems werden durch das 
Spurenelement beeinflusst, sondern ebenso die des spezifischen 
Immunsystem (Rink und Gabriel, 2000). Deutlich wird dies vor allem dadurch, 
dass ein massives Zinkdefizit mit einer Thymusatrophie und einem damit 
verbundenen T-Zelldefizit einhergeht. Zink ist in dem Peptid Thymulin 
essenziell, welches wiederum für die T-Zellreifung unentbehrlich ist. 
Außerdem setzt ein Zinkmangel die IL-2 Genexpression herab, was mit einer 
Th0-Zelllinie gezeigt werden konnte (Prasad, 2000). Th1-Zellen produzieren in 
Gegenwart von geringen Zinkkonzentrationen weniger IL-2 und IFN-γ (Prasad, 
2000). Die zytotoxischen T-Zell-Vorläufer werden durch das Zinkdefizit 
reduziert (Rink und Gabriel, 2001).  
Die Reifung der B-Zellen wird empfindlich durch einen Zinkmangel gestört 
(Fraker et al., 2000; Fraker et al., 1995, Fraker und Lill-Elghanian, 2004). Es 
konnte gezeigt werden, dass zinkdefiziente Patienten schlechter auf eine 
Impfung ansprechen (Fraker et al., 1986; Kreft et al., 2000; Strand et al., 
2003). Man geht davon aus, dass unreife B-Zellen mit Apoptose auf einen 
Zinkmangel reagieren, welche bei reifen B-Zellen unter gleichen Bedingungen 
nicht auftritt. Diese Beobachtung wurde dadurch erklärt, dass in reifen B-
Zellen erhöhte Konzentrationen an anti-apoptotischen Molekülen, wie z.B. Bcl-
2 vorliegen (Fraker et al., 2000). 
 
1.5. Der Einfluss von Zink auf die Apoptose 
Die Apoptose, der programmierte Zelltod, wird durch unterschiedliche 
Mechanismen eingeleitet und reguliert. Hierbei handelt es sich um ein großes 
Netzwerk von miteinander verknüpften Enzymen, den Caspasen, die für den 
Ablauf der Apoptose verantwortlich sind und bereits präformiert im Zytosol 
vorliegen. Als wichtigstes Enzym stellte sich die Downstream-Caspase-3 
heraus (Zech et al., 2003; Chandra et al., 2003), die, wenn sie einmal aktiviert 
ist, unabänderlich zur Fragmentierung der DNA und weiteren Mechanismen 
des Zelltodes führt (Kolenko et al., 2001).  
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Folgende Vorgänge können Auslöser für die Aktivierung der Downstream-
Caspasen und somit für die Apoptose sein:  
- TNF setzt über den TNF-Rezeptor(R)-1 eine Kaskade in Gang  
- Fas Ligand (L) setzt über Fas (CD 95) eine Kaskade in Gang 
- Mitochondrialer Stress leitet über Cytochrom c eine Kaskade ein 
Zink kann in vitro die Caspase-3 durch direkten Einfluss inhibieren und so die 
Apoptose verhindern. In vielen Zellsystemen konnte diese anti-apoptotische 
Wirkung von Zink nachgewiesen werden, so z.B. in Alveolarepithelzellen 
(Truong-Tran et al., 2001). Der eigentliche Funktionsmechanismus der 
Zinkionen ist jedoch noch nicht geklärt, aber eine Wirkung über Caspase-
Inhibition ist wahrscheinlich. 
 
1.6. Wechselwirkung von Zink und Immunstimulantien 
Untersuchungen des Immunsystems beruhen in der Regel auf Stimulantien, 
die gerichtet auf verschiedene Leukozytenpopulationen wirken und diese 
aktivieren. Um den Effekt von Zink zu untersuchen, muss sichergestellt sein, 
dass der Stimulus selbst nicht durch Zink beeinflusst wird. Zellstimulantien 
können in vitro und in vivo für die Aktivierung von Leukozyten benutzt werden. 
Auch diese Substanzen interagieren mit Zinkionen in ganz unterschiedlicher 
Weise. Solche Stimulantien können z.B. Lektine wie Phytohaemagglutinin 
(PHA), Lipopolysaccharid (LPS), auch Phorbolester (Phorbol-12-myristat-13-
acetat, PMA), Superantigene (z.B. Staphylokokken Enterotoxine) oder 
spezifische Antigene, die „recall” Antworten des Immunsystems aktivieren 
(z.B. Tetanus-Toxoid oder Diphterie-Toxin) sein. Die ersten Untersuchungen 
mit Zink und Immunstimulantien wurden mit PHA durchgeführt (Duchateau et 
al., 1981; Fraker et al., 1986; Warner und Lawrence, 1986), da dieses Lektin 
aber nicht in vivo vorkommt, erwiesen sich andere Stoffe als besser geeignet.  
In erster Linie ist LPS interessant, ein Zellwandbestandteil gramnegativer 
Bakterien, welches bei der für sie typischen Sepsis in großer Menge 
freigesetzt wird. LPS induziert eine polyklonale Immunreaktion, wobei es 
zunächst mit dem LPS-bindenden Protein (LBP) interagiert. Der LPS/LBP-
Komplex bindet dann an den CD14-Rezeptor auf der Oberfläche von 
monozytären Zellen, welches über die Interaktion mit TLRs zur Aktivierung 
führt (Fan und Cook, 2004). 
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Diese Aktivierung führt zur Sekretion proinflammatorischer Zytokine wie IL-1β, 
IL-6 und TNF-α (Driessen et al., 1995). Diese Zytokine stimulieren sekundär 
weitere monozytäre Zellen, B- und T-Lymphozyten. 
LPS ist ein amphiphiles Molekül, welches aus einem hydrophilen 
Kohlenhydratanteil und hydrophoben Kohlenwasserstoffketten, dem Lipid A 
besteht. In wässriger Lösung lagern sich die LPS-Moleküle zu 
Supramolekülen zusammen. LPS weist in seiner Struktur eine sehr große 
Flexibilität auf, welche stark von der Temperatur abhängig ist (Wellinghausen 
et al., 1996). LPS liegt unterhalb einer Phasenübergangstemperatur (Tc) von 
28°C in der weniger fluiden β-Phase vor, welche oberhalb Tc in eine höher 
fluide α-Phase übergeht. Die Konformation des LPS wird durch die Fluidität 
des Lipid A reguliert, die Länge des Kohlenhydratanteils des Lipid A reguliert 
wiederum die Fluidität des Lipid A.  
Es wurde gezeigt, dass Zinkionen mit LPS synergistisch interagieren 
(Driessen et al., 1995). Dies kommt zum Tragen, wenn substimulatorische 
Konzentrationen von Zinkionen in Verbindung mit LPS zu einer erhöhten 
Monokinsekretion in PBMC (peripheral blood mononuclear cells, 
mononukleäre Zellen des peripheren Blutes) führen (Driessen et al., 1995; 
Wellinghausen et al., 1996). 
 
1.7. Zink und Sepsis 
Die Sepsis war in den letzten Jahrzehnten Gegenstand intensiver Forschung. 
Aufgrund der Tatsache, dass bei einer gramnegativen Sepsis LPS für die 
Induktion der Immunreaktionen verantwortlich ist, lässt sich eine Sepsis 
mittels LPS-Injektion simulieren. Die bereits genannten Interaktionen von Zink 
mit LPS waren Anlass zu mehreren Versuchsansätzen um die Beeinflussung 
von Zink auf die Sepsis zu erforschen. Vor allem das Schweinesepsismodell 
(Klosterhalfen et al., 1996 und 1997) verdeutlichte, dass Zink einen 
protektiven Effekt gegen die Auswirkungen der Sepsis hat. Demgegenüber 
stehen Ergebnisse von Wellinghausen et al. (1996), die im in vitro Versuch bei 
gleichzeitiger Applikation von Zink und LPS eine Verstärkung der 
Entzündungsreaktion auslöste. Die vorliegende Arbeit baut auf diesen 
unterschiedlichen Aussagen auf. 
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Zielsetzung 
Trotz der umfassenden Bedeutung des Spurenelementes Zink für die 
Aufrechterhaltung der Immunfunktion herrscht noch weitgehend Unklarheit 
über die daran beteiligten Mechanismen. Die präventive orale Zinkapplikation 
als kostengünstiges Mittel zur Steigerung der Immunreaktion, aber auch Zink 
als Mittel der Wahl bei der oft tödlich verlaufenden, durch gramnegative 
Bakterien ausgelösten, Sepsis sind Grundlage für die Erforschung der 
detaillierten Wirkmechanismen von Zink innerhalb der Immunreaktion. 
In der vorliegenden Arbeit soll mit immunologischen sowie zell-, protein- und 
molekularbiologischen Arbeitstechniken die Funktionen und Bedeutungen von 
Zinkionen für die Funktion des Immunsystems dargestellt werden. Da der 
Einfluss von Zink auf die Wirkung von LPS bisher noch nicht eindeutig geklärt 
werden konnte, wird im ersten Teil dieser Arbeit die Bedeutung der zeitlichen 
Relation zwischen Wirkung der Zink- und LPS-Gabe im Verlauf einer 
Sepsisreaktion untersucht. Von großem Interesse ist hierbei, ob eine 
frühzeitige Wirkung von Zink an der immunkompetenten Zielzelle zu einer 
Reduktion der schwerwiegenden Sepsisreaktionen führt. Ferner soll mit 
TNF−α−sensitiven Mausfibroblasten gezeigt werden, ob Zink einen Einfluss 
auf die Wirkung des proinflammatorischen monozytären Zytokins TNF-α hat. 
Der Entzug von Zinkionen führt zu einer Reduktion der Vitalität humaner 
Leukozyten, diesem Effekt lässt sich durch anschließende Substitution mit 
dem verwendeten Spurenelement entgegenwirken. Der zweite Teil dieser 
Arbeit hat zum Ziel, diese Beobachtung genauer zu verifizieren. Die Tatsache, 
dass Zink die Fähigkeit besitzt, Enzyme der Apoptose zu inhibieren, 
begründet die durchgeführten Experimente zur Messung der Amplifikation von 
Apoptoseparametern. Da bisher nur gezeigt werden konnte, dass Zinkionen 
das Enzym in seiner bereits synthetisierten Form hemmt, untersucht die 
folgende Arbeit die Genexpression mittels Polymerase-Kettenreaktion.  
Die hier untersuchten Wirkungsmechanismen einer Zinkstimulation in vitro 
und in vivo sollen einerseits zum Verständnis der Zinkwirkung beitragen und 
andererseits den Grundstein für eine sinnvolle und spezifische Zinkapplikation 
in vivo legen. 
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2. Material 
 
2.1 Geräte 
 
Analysenwaage 2002 MPI (Sartorius, Göttingen) 
CO2-Inkubator water-jacketed (Forma Scientific, Labotec, Göttingen) 
Dampf-Großsterilisator Hydromat E14 (Webeco, Bad Schwartau) 
Durchflusszytometer Coulter XL (Coulter Electronics, Krefeld) 
ELISA-Reader (Anthos Labtec Instruments, Salzburg/A) 
ELISA-Waschgerät (Biotest, Dreieich) 
Gefriertruhe, -80°C (Nuaire, Plymouth, MN/USA) 
Gelelektrophoresekammer GNA-100, horizontal (Pharmacia LKB, Freiburg) 
Heißluftsterilisator 2712 (Kottermann, Uetze-Hänigsen) 
Mikrowellenherd (Bosch, München) 
Netzgerät 3000/150 (Pharmacia LKB, Freiburg) 
Photoanlage CCD Imaging System (Appligene, Heidelberg) 
pH-Meter pHM83 Autocal (Radiometer, Kopenhagen/DK) 
Combi-Pipette Typ 3180L (Eppendorf, Hamburg) 
Pipetten Multikanal, 5-50 µl / 40-200 µl (Titertek, ICN, Meckenheim) 
Vario-Mikroliterpipetten 0,5-10 µl, 10-100 µl, 200-1000 µl (Eppendorf, 
Hamburg) 
Finnpipetten 5-40 µl, 40-200 µl, 200-1000 µl (Labsystems, Helsinki/SF) 
Rüttler Sample Mixer, rotatorisch (Dynal, Hamburg) 
Rüttler Reax 2000 (Heidolph, Kelheim) 
Rüttler Titramax 100 (Heidolph, Kehlheim) 
Schüttelwasserbad SW 20-C (Julabo Labortechnik, Seelbach) 
Spektralphotometer U 3000 (Hitachi, Tokio/Japan) 
Sterile Werkbank II, AI B3 (Nuaire, Plymouth, MN/USA) 
Thermal Cycler DNA Thermal Cycler 9600 (Perkin Elmer Cetus, Vaterstetten) 
Thermomixer 5436 (Eppendorf, Hamburg) 
Umkehrmikroskop Diavert (Leitz, Stuttgart) 
UV-Tisch N90 KW 254 nm (Konrad Benda, Wiesloch) 
Vollblut-Zellzähler T-660 (Coulter Electronics, Krefeld) 
Zentrifuge Kühlzentrifuge 2K15 (Sigma, Deisenhofen) 
Zentrifuge Minifuge Centrifuge 5415C (Eppendorf, Hamburg) 
Zentrifuge Omnifuge 2.0.RS (Heraeus Christ, Osterode) 
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2.2 Laborbedarf 
Bakterienfilter, 0,2 µm, steril, rund (Schleicher & Schuell, Dassel) 
Einmalspritzen, steril, 2 ml, 5 ml, 10 ml (Becton Dickinson, Heidelberg) 
Filterpapier 3MM (Whatman, Maidstone/GB) 
Gewebekulturflaschen, beschichtet, 50 ml, 260 ml, 800 ml (Nunc, 
Roskilde/DK) 
Gewebekulturplatten 6 Loch und 24 Loch (Falcon, Heidelberg) 
Gewebekulturschalen 100 x 20 mm (Falcon, Heidelberg) 
Kunststoffröhrchen, steril mit Schraubverschluss, 15  +  50 ml (Sarstedt, 
Nürmbrecht) 
Kunststoffröhrchen, steril, mit Verschlusskappe, 5 ml (Greiner, Nürtingen) 
Kanülen 0,5 x 25 Nr. 18 (Becton Dickinson, Heidelberg) 
Latex-Einmalhandschuhe (Ansell, München) 
Mikrotiter-Platten 96 Loch, Flachboden und Rundboden (Falcon, Heidelberg) 
PCR-Reaktionsgefäß, GenAmp Reaction Tubes (Eppendorf, Hamburg) 
Petrischalen (Falcon, Heidelberg) 
Pipettenspitzen, 1-10 µl, 10-100 µl, 100-1000 µl (Greiner, Nürtingen) 
Combitips steril, 0,5 ml, 1,25 ml, 2,5 ml, 5 ml, 12,5 ml (Eppendorf, Hamburg) 
Pipettenspitzen, Comforttips, 200 µl (Eppendorf, Hamburg) 
Sterifiltertips gestopft, 0,5-10 µl, 10-100 µl, 200-1000 µl (Biozym, Oldendorf) 
Reaktionsgefäße 1,5 ml (Sarstedt, Nürmbrecht) 
Reaktionsgefäße 1,5 ml mit Schraubdeckel (Sarstedt, Nürmbrecht) 
Stangenpipetten, steril, 1 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml (Greiner, Nürtingen) 
Zellschaber, Cell-Scraper 18 cm (Falcon, Heidelberg) 
Zellschaber, Cell-Scraper 25 cm (Costar, Cambridge, MA/USA) 
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2.3 Zellkulturmedien und -zusätze 
Fetales Kälberserum, Myoklone plus Qualität (Gibco, Karlsruhe) 
Ficoll-Trennlösung 1,077 g/ml (Seromed Biochrom, Berlin) 
Kulturmedium RPMI 1640 (Seromed Biochrom, Berlin) 
Kulturmedium Ultradoma serumfrei (Biowhittacker, Heidelberg) 
L-Glutamin (Seromed Biochrom, Berlin) 
Nicht-essentielle Aminosäuren 100x (Seromed Biochrom, Berlin) 
Penicillin 10000 E/ml / Streptomycin 10000 µg/ml (Seromed Biochrom, Berlin) 
Phosphate Buffered Saline, PBS, ohne Ca2+ und Mg2+ (Gibco, Karlsruhe) 
 
2.4 Immunologische Reagenzien 
Actinomycin D (Sigma, Deisenhof) 
Lipopolysaccharid aus Escherichia coli Serotyp O111:B4 (Sigma, 
Deisenhofen) 
Lipopolysaccharid aus Salmonella minnesota R595 (Forschungsinstitut 
Borstel, Abteilung für Biophysik) 
Phytohämagglutinin aus Phaseolus vulgaris HA 16/17 (Wellcome, Dartfort/GB) 
Rekombinater humaner Tumor-Nekrose-Faktor-α (Strathmann Biotech, 
Hannover) 
 
2.5 Reagentien für molekularbiologische Arbeiten 
123 bp DNA-Leiter (Gibco, Karlsruhe) 
dNTP`s (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 10 mM (Promega, Heidelberg) 
Magnesiumchlorid 25 mM (Promega, Heidelberg) 
Nujol-Öl (Perkin Elmer Cetus, Norwalk/USA) 
Reverse Transkriptase 20 U/µl (Promega, Heidelberg) 
Reverse Transkriptase-Puffer 10x  (Promega, Heidelberg) 
RNase-Inhibitor RNasin 40 U/µl (Promega, Heidelberg) 
Taq-DNA-Polymerase-Puffer 10x, PCR-Puffer (Promega, Heidelberg) 
Taq-DNA-Polymerase 5000 U/ml (Promega, Heidelberg) 
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2.6 Testkits 
ELISA für humanes IL-1β, IL-8, IL-6 und TNF-α (Bender MedSystems, 
Wien/A)  
ELISA für murines TNF-α (BioSource, Nivelle/B) 
Human Apoptosis Set 5, 6 und 7 CytoXpress™Multiplex-PCR® Kit (Biosource, 
Nivelles/B) 
RNeasy® Mini Kit (Quiagen, Hilden) 
 
2.7 Chemikalien und sonstige Reagentien 
Alle außer den nachfolgend aufgeführten Chemikalien wurden in 
Analysenqualität von der Firma VWR (Darmstadt) bezogen: 
 
Agarose (Pharmacia LKB, Freiburg) 
Aqua ad injectabilia, 10 ml Ampullen (Braun, Melsungen) 
Ethidiumbromid (Sigma, Deisenhofen) 
β-Mercaptoethanol (Sigma, Deisenhofen) 
Natriumdodecylsulfat, SDS (Serva, Heidelberg) 
N, N, N`, N´-Tetrakis-(2-Pyridyl-Methyl)-ethylendiamin TPEN (Sigma, 
Deisenhofen) 
Zinksulfat-Heptahydrat (Sigma, Deisenhofen) 
 
2.8 Zelllinien 
L929 Mausfibroblasten (DKFZ, Heidelberg) 
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3. Methoden 
3.1. Isolierung von mononukleären Zellen des peripheren Blutes 
Nach Gewinnung von Erythrozyten und Plasma aus Vollblutkonserven bleibt 
eine angereicherte Leukozytenfraktion (buffy coat) übrig, aus der 
mononukleäre Zellen des peripheren Blutes (PBMC, Peripheral blood 
mononuclear cells) isoliert werden können. Nach einer Dichtegradienten-
Zentrifugation der Leukozytenfraktion können PBMC aus der Interphase 
unterhalb des Plasmas isoliert werden, Granulozyten und Erythrozyten 
verbleiben im Pellet. Die PBMC werden gewaschen, in Medium resuspendiert 
und auf die gewünschte Zellzahl eingestellt. 
Lösungen 
Wasch-Lösung (pH 7,4) PBS-Puffer 
Dichtegradienten-Lösung Ficoll: 1,077 g/ml 
Kulturmedium 
 
 
 
RPMI 1640 mit 
10% FCS (30 min bei 56°C inaktiviert) 
1% L-Glutamin 
1% Penicillin/Streptomycin 
 
Protokoll 
• angereicherte Leukozytenfraktion mit PBS 1:1 verdünnen 
• in einem 50 ml-Röhrchen 25 ml Ficoll-Lösung vorlegen und mit  
25 ml verdünnter Leukozytenfraktion vorsichtig überschichten 
• 20 min bei 600 g und 20°C zentrifugieren, möglichst langsam 
beschleunigen und abbremsen 
• Interphaseschicht mit den mononukleären Zellen in ein neues 50 ml-
Röhrchen überführen, den Rest verwerfen 
• Zellen mit PBS auf 50 ml auffüllen, gut suspendieren und 10 min bei 
300 g und 20°C zentrifugieren 
• Überstand verwerfen, das Zellpellet erneut in PBS waschen 
• Überstand verwerfen, die Zellen in 10 ml Kulturmedium aufnehmen 
• Zellzahl am Vollblutzähler bestimmen und Zellen auf die 
gewünschte Konzentration einstellen 
 
_____________________________________________________________________ 
16
3.2. Zellkultur 
Nach der Ficoll-Trennung werden die gewonnenen Zellen für die 
Kulturansätze in unterschiedliche Platten und Kulturschalen gegeben, um 
optimale Voraussetzungen für die weiteren Präparationen  
zu schaffen.  
Die Inkubation der Zellen erfolgt bei 37°C, 5% CO2 und gesättigter 
Luftfeuchtigkeit ohne Mediumwechsel bis zu 6 Tage. Das Zellwachstum sowie 
die Kulturbedingungen werden mittels Mikroskopie kontrolliert. 
Lösungen 
Kulturmedium 
 
RPMI 1640 mit 
10% FCS (30 min bei 56°C inaktiviert) 
1% L-Glutamin 
1% Penicillin/Streptomycin 
 
 
3.3. Präparation des Zinkzusatzes  
Protokoll 
• Zinksalz (ZnSO4) wird zu einer 100 mM Stammlösung in Aqua ad 
injectabilia gelöst 
• unmittelbar vor Zugabe zu den Zellkulturen wird die Stammlösung mit 
Aqua ad injectabilia zu einer 10 mM Lösung verdünnt 
• 10 mM Zn-Lösung mit proteinfreiem Zellkulturmedium zu einer  
5 mM Gebrauchslösung weiter verdünnen und mittels eines 
Bakterienfilters (Porengröße 0,2 µm) steril filtrieren 
• wenn nötig die Zn-Lösung auf niedrigere Konzentrationen in Kulturmedium 
einstellen 
Die Stammlösung enthält weniger als 0,005 U/ml Lipopolysaccharid, 
entsprechend < 500 fg/ml Endotoxin. Unabhängig von dem in der Zellkultur 
verwendeten Medium muss immer proteinfreies Medium zur Verdünnung der 
Zinksalze benutzt werden, um die Bindung der Ionen an Serumproteine sowie 
ein Ausfallen in Lösung zu minimieren. 
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3.4. Gewinnung des Zellkulturüberstandes 
Protokoll 
• zur Zytokinbestimmung werden Ansätze und Kontrollen in Endvolumina 
von 1 ml in 24-Loch-Platten kultiviert 
• an definierten Tagen wird für jeden Tag und jede Probe aus jeweils einem 
Loch 500-800 µl Überstand steril in ein 1,5 ml-Reaktionsgefäß überführt 
• bis zur Zytokinmessung mittels ELISA werden die Proben bei -80°C 
tiefgefroren 
 
3.5. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
Der ELISA ist ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Antigenen, in 
diesem Fall Zytokinen, die in einer spezifischen Bindung an Antikörper auf 
einer entsprechend beschichteten Mikrotiterplatte binden. Nach Bindung des 
Antigens an den spezifischen  Primärantikörper wird im nächsten Schritt ein 
Peroxidase-gekoppelter Sekundärantikörper aufgetragen, der an ein weiteres 
Epitop des zu messenden Zytokins bindet. Nach Inkubation und mehrmaligem 
Waschen kann im letzten Schritt das zugegebene Substrat durch die 
Peroxidase in einen Farbstoff umgesetzt werden. Die Extinktion wird 
photometrisch gegen einen Leerwert bestimmt und ist der 
Zytokinkonzentration direkt proportional. 
Die Durchführung der ELISA erfolgte laut Arbeitsvorschrift der Hersteller. 
 
3.6. Durchflusszytometrie 
Mittels des Durchflusszytometers können Zellen, welche mit 
fluoreszenzmarkierten Antikörpern oder direkt mit Farbstoffen markiert 
wurden, differenziert werden. Propidium-Iodid (PI) lagert sich in die DNA-Helix 
ein und fluoresziert nach Anregung mit hochenergetischem Licht rot-orange. 
PI diffundiert nicht durch die intakte Zellmembran, so dass nur tote Zellen bzw. 
sterbende Zellen mit Membranschäden gefärbt werden. Die PI-Färbung ist 
eine einfache Methode, zur Differenzierung lebender und toter Zellen und 
sensitiver als der klassische Ausschluss mittels Trypanblau. 
Protokoll 
• 10 µl PI-Lösung (Konzentration: 1 mg/ml) zu 1 x 106 Zellen/ml pipettieren 
• 20-30 min inkubieren 
• PI-Anreicherung im Durchflusszytometer im Phycoerythrin-Kanal messen 
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3.7. TNF-α Bioassay 
 
Mit Hilfe des TNF-α Bioassay kann die biologische Aktivität von TNF-α in 
vitro nachgewiesen werden. Es werden adhärente murine Zellen, in diesem 
Fall L929 Fibroblasten, verwendet bei denen TNF-α eine Zelllyse induziert. 
Eine Mykoplasmenkontamination der verwendeten Zellen wurde mittels PCR 
ausgeschlossen. Die L929 Zellen werden 24 h vor dem Test in 96-Loch 
Flachboden Platten, in einer Zellkonzentration von 2,5 x 106 Zellen/Platte 
aufgetragen, wobei in Reihe 1 A-H als Hintergrundwert nur das Medium ohne 
Zellen pipettiert wird. Somit ergibt sich eine Konzentration von 
4,8 x 105 Zellen/Loch. Nach einem Tag wird begutachtet, ob die Zellen 
konfluent, oder bereits zu dicht gewachsen sind, da man ausschließen muss, 
dass sie sich gegenseitig im Wachstum hemmen. Da die Zellen adhärent sind 
kann anschließend der Zellüberstand abgekippt werden. Danach werden die 
Zellen mit DMEM unter Zusatz von 1% FCS und 2 µg/ml Actinomycin D für 2 h 
bei 37°C inkubiert. Für jeden weiteren Zusatz gilt, dass er in dem Medium 
DMEM 1% FCS und 2 µg/ml Actinomycin D gelöst werden muss um 
Konzentrationsänderungen auszuschließen. Im vorliegenden Fall werden 
konstante Zinkkonzentrationen benutzt. Nach 2 h werden die Zellen mit TNF-α 
und Zink in unterschiedlichen Konzentrationen inkubiert. 
Nach einem Tag Inkubationszeit bei 37°C wird eine mikroskopische 
Auswertung und Färbung durchgeführt. Zur Färbung wird der Zellüberstand 
verworfen und die Zellen mit 4% Glutaraldehyd 3 min fixiert. Die Zellen 
werden anschließend mit deionisiertem Wasser gespült und für 3 min mit  
1% Kristallviolett gefärbt, danach wiederum gewässert, bis alle extrazellulären 
Farbreste beseitigt sind. Die gefärbten Zellen werden anschließend getrocknet 
und schließlich wird jedes Loch mit 100 µl Methanol (100%ig) gefüllt, welcher 
die Auflösung der Zellen und die Freisetzung des Farbstoffes bewirkt. Nach 
homogener Lösung des Farbstoffes erfolgt die Auswertung im ELISA Reader 
bei einer Wellenlänge von 570 nm.  
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Lösungen 
Kulturmedium 
 
DMEM mit 
1% FCS (30 min bei 56°C inaktiviert) 
2  µg/ml Actinomycin D  
 DMEM mit 
5 % FCS (30 min bei 56°C inaktiviert) 
 
Protokoll : 
• Zellaussaat in 96-Loch-Platten: 4,8 x 105 L929-Zellen/ml in 
DMEM-Medium 5 % FCS, jeweils 100 µl/Loch für 24 h 
• Kontrolle der Zellkonfluenz 
• Ersetzen des Medium durch und 
• Inkubation der Zellen mit DMEM 1 % FCS und 2 µg/ml 
Actinomoycin D für 2 h 
• TNF-α und Zink in unterschiedlichen Konzentrationen für 24 h 
hinzugeben. Die Zellen werden mit Zink in der jeweiligen 
Konzentration für 2 h vorinkubiert, TNF wird zugesetzt und mit 
dem Medium der Vorinkubation vermischt. Danach wird das 
Gemisch (Volumen=200 µl) halbiert und in das nächste Loch 
überführt. 
• waschen mit deionisiertem Wasser und Fixieren mit 
Glutaraldehyd 4 % für 3 min 
• waschen mit dionisiertem Wasser und Färben mit Kristallviolett 
1 % für 3 Minuten 
• trocknen der gefärbten Zellen und Lyse mit 100 µl Methanol 
(100%) pro Loch 
• nach homogenem Auflösen der Zellen und des Farbstoffes 
Auswertung mit ELISA-Reader bei einer Wellenlänge von 
570 nm 
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3.8. RNA-Isolierung 
 
Der RNeasy® Mini Kit der Firma Qiagen ermöglicht es RNA (bis zu 
100 µg RNA) mit einer Größe ab ca. 100 Nukleotiden  zu isolieren. Die 
zu untersuchenden Zellen werden mit hoch-denaturierendem 
Guanidinisothiocyanat lysiert, welches störende RNAsen inaktiviert. 
Isoliert wird intakte RNA über Zentrifugensäulchen mit einer Silicium-
Gel-Membran, an welche die RNA bindet. Ethanol sorgt dabei für eine 
gute Bindung, während die Elution mit RNAse-freiem Wasser erfolgt. 
Kleinere RNA-Fragmente, wie z. B. 5.8 S rRNA, 5 S rRNA und tRNA 
werden nicht gebunden. Eine Zellzahl von maximal 1 x 107 Zellen kann 
pro Ansatz verwendet werden. 
Lösungen und Protokoll 
Die Durchführung erfolgte nach Anleitung der Firma Qiagen. 
Da RNA schnell durch RNAsen zerstört werden kann, muss möglichst 
RNAse-frei gearbeitet werden. Die benötigten Glas- und 
Plastikmaterialien werden vor Gebrauch trocken sterilisiert bzw. 6 
Stunden auf 160°C erhitzt. Bei allen Arbeiten werden Einmal-
Latexhandschuhe getragen. 
 
3.9. Bestimmung des RNA-Gehaltes 
 
Durch spektralphotometrische Messungen der optischen Dichte lässt 
sich sowohl die Menge, als auch die Reinheit der isolierten RNA 
quantifizieren. Das Absorptionsmaximum von Nukleinsäuren befindet 
sich bei 260 nm. Die absolute Extinktion der Lösung gegen Wasser bei 
260 nm ist nach dem Lambert-Beer-Gesetz linear vom RNA-Gehalt 
abhängig.  
Die Konzentration der RNA wurde nach folgender Formel berechnet: 
RNA [µg/ml] = Verdünnungsfaktor x 40 x Extinktion bei 260 nm 
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3.10. cDNA-Synthese mittels reverser Transkriptase 
 
Die reverse-Transkriptions-PCR (RT-PCR) ist eine molekular-
biologische Methode zum qualitativen Nachweis der Expression von 
mRNA. Dadurch ist es möglich kleinste Mengen mRNA nachzuweisen. 
Bei der RT wird die gesamte im Ansatz vorhandene mRNA revers in 
komplementäre DNA (complementary DNA; cDNA) transkribiert, wobei 
der Einsatz von oligo-dT-Nukleotiden (12-18 Nukleotide lange 
Thymidin-Oligomere) als Primer gewährleistet, dass selektiv mRNA als 
Matrize für die cDNA-Synthese verwendet wird. Die oligo-dT-Nukleotide 
sind komplementär zum Poly-A-Schwanz am 3`-Ende der mRNA und 
bilden so mit diesem einen DNA/RNA-Doppelstrang, welcher der 
reversen Transkriptase als Ausgangspunkt zur Synthese der cDNA 
dient. 
 
Protokoll 
RT- Ansatz in 60 µl Endvolumen: 
Reagenz  Volumen Endkonzentration 
RT-Puffer (10 x)       6 µl 1 x 
Magnesiumchlorid (25 mM)      12 µl 5 mM 
Oligo-dT-Nukleotid-Primer (250 ng/ml)        3 µl 12,5 ng/ml 
dNTP’s (10 mM)        6 µl 1 mM 
RNA-Probe (1 µg/mind. 1,2 µl)        x µl 1 µg/60 µl 
Aqua ad injectabilia 30 - x µl  
RNAsin (40 U/µl)     1,5 µl 1 U/µl 
Reverse Transkriptase (200 U/µl)     1,5 µl 5 U/µl 
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• RT-Ansatz ohne RNasin und Reverse Transkriptase auf Eis in 
1,5 ml Reaktionsgefäße mit Schraubdeckel pipettieren 
• 5 min bei 65°C im Thermomixer zur Auflösung von RNA-
Sekundärstrukturen inkubieren und auf Eis abkühlen 
• RNasin und reverse Transkriptase hinzugeben und mind. 2 h bei 
37°C inkubieren 
• PCR direkt anschließen oder Proben bei -80°C lagern 
 
3.11. cDNA Amplifikation mit Hilfe der Multiplex-PCR 
 
Die Multiplex PCR ermöglicht es die Expression verschiedener 
Gene parallel zu analysieren. Die verwendeten Tests dienen zur 
Bestimmung der humanen Apoptose-relevanten Genprodukte 
welche mittels Amplifikation von Fragmenten der cDNA im 
jeweiligen Apoptose-Set detektiert werden. Dies sind: 
Apoptose-Set 5 
 
Als Positivkotrolle wird auf ein 615 bp großes Fragment von einem 
ubiquitären Enzym, der Glyceraldehyd-3-Phosphatdehydrogenase 
(GAPDH) untersucht.  
 
 
 
Produkt Größe (bp) 
Apaf-1 498 
Caspase 8 405 
Caspase 3 318 
Caspase 5 256 
Caspase 9 200 
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Apoptose-Set 6 
 
 
Als Positivkotrolle wird auf ein 500 bp großes Fragment von GAPDH 
untersucht.  
 
Apoptose-Set 7 
 
Als Positivkotrolle wird auf ein 615 bp großes Fragment von GAPDH 
untersucht. Die verwendeten Primer haben die gleiche 
Schmelztemperatur (melting temperature, Tm) und kein 
überhängendes 3’- Ende, so dass die multiple Amplifikation 
gesteigert ist.  
 
 
Produkt Größe (bp) 
Caspase 6 419 
Caspase 4 380 
Caspase 7 297 
Caspase 10 230 
Caspase 2 187 
Produkt Größe (bp) 
P53 495 
Bag-1 421 
c-myc 381 
BIM 313 
BAX 272 
Bcl-2 235 
BAD 192 
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Mittels der PCR wird die in der reversen Transkription gewonnene 
cDNA selektiv amplifiziert. Der PCR-Lauf bei der MPCR 
unterscheidet sich von der herkömmlichen PCR, es erfolgt ein 
Polymerisationsschritt bei 70°C am Ende des Programms. Es wird 
jedoch auch während der Zyklen DNA-Polymerisiert, da die 
Polymerase auch unterhalb 70°C aktiv ist. 
1. Erhitzen auf 95°C (Denaturierung). 
2. Abkühlung auf 58°C („primer-annealing“). Durch Verwendung 
Intron-überspannender Primer wird sichergestellt, dass nur 
cDNA und keine kontaminierende genomische DNA amplifiziert 
wird.  
3. Erhitzen auf 70°C zur vollständigen DNA-Polymerisation 
Protokoll 
2 x  
Schritt 1 1 Minute 
Schritt 2 4 Minuten 
30 x  
Schritt 1 1 Minute 
Schritt 2 2,5 Minuten 
1 x  
Schritt 3 10 Minuten 
 
Unter den beschriebenen Bedingungen entstehen 105-107 Kopien der 
zu amplifizierenden DNA-Abschnitte, welche bei Lagerung von 4°C 
mindestens eine Woche stabil sind. 
 
Die Durchführung erfolgte nach der Anleitung der CytoXpressTM  
Multiplex PCR human Apoptosis Set 5, 6 und 7 Testkits der Firma 
BioSource. 
 
Zur Analyse der Ergebnisse wurde eine Agarose-Gelelektrophorese 
durchgeführt. 
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3.12. Agarose-Gel-Elektrophorese 
 
Für eine Trennung von DNA-Fragmenten im Molekulargewichtsbereich 
von 100 bis 20.000 bp bietet sich die Agarose-Gelelektrophorese an, 
wobei die Agarose je nach Größe der aufzutrennenden Fragmente in 
unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt wird.  
Die Wanderungsstrecke eines linearen DNA-Fragmentes verhält sich 
umgekehrt proportional zum Logarithmus seines Molekulargewichts. 
Um die Größe unbekannter DNA-Fragmente zu bestimmen, werden 
DNA-Molekulargewichtsmarker mit Fragmenten definierter Größe 
verwendet. 
Bei der Färbung mit Ethidiumbromid (EtBr) lagert sich der Farbstoff 
unspezifisch in die Nukleinsäuredoppelstränge ein, so dass die 
aufgetrennten DNA-Banden auf dem UV-Leuchttisch sichtbar gemacht 
werden können. Sie werden dann mit Hilfe eines Längenstandards 
(123 bp) analysiert und anschließend fotografiert. 
 
Lösungen 
 
• 1 x TBE-Puffer (H2O mit 0,09 M Tris; 0,09 M Borsäure;  
2 mM EDTA; pH 8,0) 
• Gel-Ladepuffer (H2O mit 0,25 % Bromphenolblau, 0,25% Xylene 
Cyanol, 15% Ficoll Typ 400)  
• EtBr (10 mg/ml aqua bidest), lichtgeschützte Lagerung bei 4°C 
 
Die folgenden Angaben beziehen sich auf ein Gel mit einer 
Agarosekonzentration von 2%, in dem sich lineare DNA-Fragmente von 
ca. 100 bis 10.000 bp auftrennen lassen. 
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Protokoll 
 
• 1 g Agarose in 50 ml TBE-Puffer geben 
• in der Mikrowelle aufkochen, bis sich die Agarose vollständig 
gelöst hat 
• das beim Sieden verdampfte Wasser wird mit ddH2O wieder 
aufgefüllt 
• Agarose-Lösung im Wasserbad auf 60°C abkühlen lassen 
• luftblasenfrei in den Gel-Träger gießen, der an den offenen 
Enden mit Klebeband abgedichtet wurde 
• den Probenkamm einsetzen und das Gel aushärten lassen 
• vor dem Einsetzen des Gel-Trägers in die Elektrophorese- 
Kammer werden Kamm und Klebebänder entfernt 
• TBE-Puffer in die Kammer füllen, so dass das Gel vollständig 
bedeckt ist 
• die Proben und den DNA-Molekulargewichtsstandard in die 
Geltaschen füllen 
• Elektrophorese bei 100 V 
• sobald sich die Banden des Gel-Ladepuffers 2 cm voneinander 
getrennt haben den Lauf stoppen 
• das Agarose-Gel in eine Färbewanne mit TBE-Puffer legen und  
5% (v/v) EtBr zugeben 
• das Gel 10-20 min in der Färbelösung schwenken 
• das Gel kann auf einem 254 nm UV-Tisch betrachtet und 
fotografiert werden. 
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3.13. Isolierung von Mausmilzzellen aus Balb/c-Mäusen 
Protokoll 
• nach fachgerechter Tötung der Balb/c-Maus erfolgt die 
Dekontamination der Maus in 70%igem Ethanol  
• Instrumente werden vor der Anwendung in der Flamme 
sterilisiert 
• unter dem linken Rippenbogen erfolgt ein Schnitt und die Haut 
wird durch eine Pinzette gestrafft 
• der Situs ist in der Regel gut einsehbar und die Milz erscheint 
prominent unter dem linken Rippenbogen 
• unter öffnenden Bewegungen der Schere können die 
umliegenden Strukturen der Milz gut differenziert und 
abpräpariert werden 
• da die Milz von einer Kapsel umgeben ist bleibt sie in ihrer Form 
stabil und kann mit einer Schere von ihren versorgenden 
Gefäßen abgetrennt werden 
• die isolierte Milz wird in eine sterile Petrischale überführt und 
mechanisch mit einer Schere grob zerkleinert  
• anschließend erfolgt die feinere Zerkleinerung der 
Milzbestandteile durch die sterile Rückseite eines 
Spritzenstempels 
• die Zellsuspension wird über eine entfaltete Kompresse von 
größeren Bestandteilen befreit  
• die Suspension wird in PBS überführt und die losen Zellen 
werden mit PBS über den Filter in die Petrischale gespült.  
• anschließend erfolgt die Bestimmung der Zellzahl 
• da Balb/c-Mäuse syngen sind,  können die Zellen 
unterschiedlicher Mäuse gepoolt werden, da diese identisch sind 
• aus diesem Pool werden die Zellen auf die unterschiedlichen 
Ansätze verteilt.  
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3.14. Auswertung der Ergebnisse 
 
Die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Ergebnisse basieren auf 
der Auswertung einer Reihe von Einzelexperimenten. Die Ergebnisse 
sind dabei als Mittelwerte aus mehreren Einzelresultaten (Anzahl der 
Einzelexperimente n = x) dargestellt. Sind repräsentative Experimente 
gezeigt, so ist dies gesondert erwähnt. 
Die statistische Auswertung der Experimente erfolgte für den 
verteilungsunabhängigen Vergleich zweier verbundener Stichproben 
anhand des Vorzeichen-Rang-Tests von Wilcoxon (Wilcoxon matched 
pairs signed rank test) mit dem Programm SPSS für Windows. 
Signifikanzen wurden mit dem Symbol * und dem entsprechenden  
p-Wert dargestellt. 
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4. Ergebnisse 
 
4.1. Einfluss von Zink im murinen Sepsis-Modell 
 
Der Einfluss von Zink auf die gramnegative Sepsis war in der Vergangenheit 
Gegenstand intensiver Forschung. Ergebnisse der Arbeitsgruppen 
Klosterhalfen et al. (1996 und 1997) und Rink (Wellinghausen et al., 1996; 
Driessen et al., 1995) zeigen in diesem Zusammenhang Widersprüche. 
Klosterhalfen et al. konnten im Schweine-Sepsis-Modell einen protektiven 
Effekt durch Zinkzugabe nachweisen. Es wurde gezeigt, dass die Induktion 
von Heat-Shock-Protein 70 durch Zink die Freisetzung von inflammatorischen 
Mediatoren vermindert und somit auch die hämodynamische Reaktion des 
Organismus auf LPS reduziert. Wellinghausen et al. (1996) beobachteten eine 
erniedrigte Fluidität der Kohlenwasserstoffketten im LPS-Molekül nach 
Zinkgabe, die mit einer erhöhten Induktion von Monokinen einhergeht. Dies 
würde zu einer Verstärkung der Sepsisreaktion führen.  
Zur Überprüfung dieser widersprüchlichen Ergebnisse erfolgten Versuche im 
murinen Modell in Kooperation mit der Arbeitsgruppe der Abteilung für 
Experimentelle Toxikologie der Universität Nürnberg/Erlangen unter der 
Leitung von Frau Prof. G. Tiegs. Im ersten Versuch wird Balb/c-Mäusen zur 
Auslösung eines Endotoxinschocks LPS in einer Konzentration von 15 mg/kg 
Körpergewicht (LD50) intraperitoneal (i.p.) verabreicht. Anschließend werden 
die Mäuse über einen Zeitraum von 72 h beobachtet und ihre Vitalität alle 12 h 
protokolliert (Abb.1).  
 
 
                                              t 
 
Abb.1 Überlebensrate von Mäusen nach LPS-Injektion 
 
Balb/c Mäusen wird LPS (15 mg/Kg Körpergewicht i.p.) injiziert, der Anteil an 
überlebenden Tieren wird in 12 h Abständen aufgetragen (n=5). 
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In einem weiteren Versuch wird LPS (i.p.) verabreicht, zeitgleich wird 
zusätzlich Zinksulfat in einer Konzentration von 5 mg/kg Körpergewicht 
intravenös (i.v.) injiziert. Es soll der Einfluss von Zink auf die Sepsis gezeigt 
werden, wobei Zink durch die i.v.-Applikation die Zellen schneller erreicht als 
das i.p. verabreichte LPS. LPS muss aus dem Peritoneum resorbiert werden 
und erreicht deshalb verzögert die systemische Zirkulation. Die Vitalität der 
Mäuse wird wie im ersten Versuch bestimmt (Abb.2).  
 
 
                                                 t 
 
Abb.2 Vitalitätsrate nach LPS- und Zinkinjektion  
 
 
Balb/c-Mäusen wird zeitgleich LPS (15 mg/kg Körpergewicht i.p.) und Zink (5 mg/kg 
Körpergewicht i.v.) verabreicht. Nach 72 h ergibt sich eine Vitalität von 100% (n=5). 
 
Im dritten Ansatz wird Zink (i.v.) 30 min nach der LPS-Gabe (i.p.) injiziert, so 
dass beide Agenzien möglichst gleichzeitig an den immunkompetenten Zellen 
wirken. Hierbei soll die Interaktion zwischen Zink und LPS untersucht werden. 
Die Auswertung erfolgt erneut über die Vitalitätsbestimmung (Abb.3).  
 
                                              t 
 
Abb.3 Vitalitätsrate nach LPS- und Zinkinjektion bei zeitgleicher Wirkung  
 
Balb/c Mäusen wird LPS (15 mg/kg Körpergewicht i.p.) und 30 min später Zink (5 mg/kg 
Körpergewicht i.v.) injiziert. Nach 36 h beträgt die Vitalitätsrate 40%. (n=5). 
  
 
_____________________________________________________________________ 
31
Die intraperitoneale Applikation von LPS simuliert eine Peritonitis, wie bei 
einer Infektion mit gramnegativen Bakterien und reduziert die Überlebensrate 
innerhalb von 24 h auf 60%. Dieser Wert bleibt nach 72 h stabil und dient als 
Referenz für alle weiteren Versuche. Die Applikation von 5 mg Zink pro kg 
Körpergewicht beeinflusst den Vorgang der bakteriellen Sepsis dahingehend, 
dass in Gegenwart der Zinkionen 100% der Versuchstiere überleben (Abb.2) 
und somit die letale Wirkung von LPS (Abb. 1), aufgehoben wird. Jedoch nur, 
wenn beide Subtanzen zeitgleich verabreicht werden (Abb.2 und 3). Da LPS 
aus dem Peritoneum resorbiert werden muss, und somit erst ca. 30 min nach 
Applikation systemisch zur Verfügung steht, kann Zink vor diesem Stimulans 
an den Zielzellen wirken (Abb. 2). Wirken beide Faktoren gleichzeitig auf die 
Zellen, ist eine Verstärkung des Effekts von LPS durch eine Reduktion der 
Überlebensrate zu beobachten (Abb.3). 
Ein signifikanter Anstieg der Konzentration von TNF-α, einem Monokin 
welches die Aktivierung immunkompetenter Zellen bewirkt, wird in der 
Literatur als charakteristische Reaktion auf eine gramnegative Sepsis 
beschrieben. Zur Beurteilung einer Sepsis kann somit nicht nur die 
Überlebensrate, sondern auch der TNF-α Serumspiegel herangezogen und 
die beiden Parameter in der Auswertung miteinander in Bezug gesetzt 
werden. Bei allen untersuchten Tieren wird 60 min nach Versuchsbeginn die 
TNF-α Konzentration im Serum mittels ELISA gemessen (Abb.4). 
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Abb.4 TNF-α Spiegel  im Plasma nach 60 min 
 
Balb/c Mäusen wird LPS (15 mg/kg Körpergewicht i.p), bzw. LPS und Zink (5 mg/kg 
Körpergewicht i.v.) LPS/Zn, sowie LPS und 30 min später Zink LPS + Zn injiziert. Der 
TNF-α Spiegel im Serum wird 60 min nach Applikation mittels ELISA bestimmt (n= je 5). 
Wilcoxon-Test für verbundene Stichproben wurde durchgeführt, die SD ist aufgeführt, 
*=p< 0,05. 
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Setzt man die Vitalität in einen Bezug zum TNF-α Blutspiegel der Mäuse, 
ergibt sich infolge der Endotoxämie eine TNF-α Serumkonzentration von 
3000 pg/ml bei gleichzeitiger Reduktion der Vitalität um 40%.  
Wirken Zinkionen zeitgleich mit dem Lipopolysaccharid an den Zielzellen, 
verdreifacht sich der TNF-α Wert, während die Vitalität im Vergleich zum 
reinen LPS-Ansatz um 20% sinkt. Trifft Zink vor LPS auf die Zielzellen, 
überlebt die gesamte Population, was wiederum mit einem deutlich geringeren 
TNF-α Wert von 1000 pg/ml korreliert (Tab.1). Somit ist der Zeitpunkt  
der Zinkgabe entscheidend darüber, ob ein protektiver oder ein  
verstärkender Effekt entsteht. Die widersprüchlichen Beobachtungen von 
Klosterhalfen et al. (1997) und Wellinghausen et al. (1996) sind demnach 
erklärbar. 
 
Ansatz TNF-α  Konzentration      im Serum [pg/ml] Vitalität [%] 
LPS  3000 60 
LPS / Zink 1000 100 
LPS + Zink  9000 40 
 
Tab.1 Korrelation von Vitalität und TNF-α Konzentration  
 
Balb/c Mäusen wird LPS (15 mg/kg Körpergewicht i.p)., bzw. LPS i.p. und. Zink (5 mg/kg 
Körpergewicht i.v.) LPS/Zn, sowie LPS und 30 min später Zink LPS + Zn injiziert. Die 
Vitalität wird 72 h, der TNF-α Spiegel 60 min nach Applikation bestimmt. (je n= 5) 
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4.2. Murines in-vitro-Modell 
 
Die in vivo-Versuche sollten im in vitro-Modell reproduziert werden, um den 
Ansatz später auf humane Zellkulturen übertragen zu können. 
Die Milz ist ein Reservoir für alle immunkompetenten Zellen des mammalen 
Organismus und kann ohne hohen methodischen Aufwand isoliert werden. 
Milzzellen von Balb/c-Mäusen wurden frisch isoliert, gepoolt und unter den 
beschriebenen Bedingungen kultiviert. Als Nullkontrollen werden Milzzellen 
mit Medium, 50 bzw. 100 µM Zinksulfat inkubiert. Zur Simulation einer 
gramnegativen Sepsis werden die Zellen mit LPS (250 ng/ml) stimuliert. Im 
Versuchsansatz erfolgt eine Inkubation mit LPS und Zinksulfat (50 bzw. 
100 µM). 
Zur Verlaufskontrolle wird in einer Zeitkinetik die TNF-α Produktion der 
Milzzellen bestimmt. Die Messung der Monokinkonzentration erfolgt 1 h, 3 h 
und 24 h nach der Stimulation aus dem Überstand der Zellkultur mittels ELISA 
(Abb.5). Die Nullkontrollen sind nicht dargestellt, da keine  
TNF-α Produktion nachgewiesen  werden konnte. 
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Abb.5 TNF-α Produktion bei gleichzeitiger Gabe von Zink und LPS 
 
Milzzellen werden mit LPS (250 ng/ml), sowie mit LPS und 50 µM bzw. 100 µM Zinksulfat 
inkubiert. TNF-α wird mittels ELISA zu verschiedenen Zeitpunkten im Zellüberstand 
bestimmt (exemplarisches Experiment). 
 
 
 
Die in vivo-Versuche zeigen eine unterschiedliche Reaktion der Zielzellen in 
zeitlicher Abhängigkeit vom Kontakt mit den beiden Substanzen. Aufbauend 
auf den Ansatz aus Abb.5 werden Zellen mit LPS stimuliert, 60 min nachdem 
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sie mit Zinksulfat behandelt wurden (Abb.6). Es sind keine Unterschiede durch 
die Änderung des Zeitpunkts der Zinkgabe zu beobachten, wodurch deutlich 
wird, dass sich die in vivo-Ergebnisse nicht in vitro reproduzieren lassen. Der 
Organismus reagiert anders auf den LPS-Schock unter Zinkgabe als die 
isolierten Zellen. Welcher Faktor schützt den Mausorganismus vor der 
Sepsis? Die Ergebnisse deuten  darauf hin, dass sich die in vivo-Beobachtung 
nicht auf eine reine Interaktion von Zink mit den Zielzellen zurückführen lässt, 
sondern weitere Faktoren daran beteiligt sein müssen. Faktoren die 
möglicherweise in der Leber von Mäusen induziert werden, da die Letalität der 
Sepsis vor allem auf einem Leberschock beruht (Ogushi et al. 2003). 
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Abb.6 TNF-α Produktion nach Vorinkubation mit Zink  
 
Milzzellen werden mit 50 bzw. 100 µM Zinksulfat 60 min vorinkubiert, anschließend wird 
mit LPS (250 ng/ml) stimuliert. Der TNF-α Spiegel wird an 3 Zeitpunkten mittels ELISA 
bestimmt (exemplarisches Experiment). 
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4.3. Human-Modell in vitro 
Zur Reproduktion der murinen Ergebnisse wird ein humanes in vitro-Modell 
mit PBMC eingesetzt. Diese werden mit Zinksulfat und LPS inkubiert und es 
wird eine Zeitkinetik durchgeführt (Abb.7). Im serumfreien Ansatz werden 
Interaktionen der Serumproteine mit Zink, welche zu einer Reduktion der 
Anzahl freier Zinkionen führen, vermieden. Die Versuchsansätze ohne Zugabe 
von LPS mit serumfreien Medium dienen als Nullkontrollen. Ansätze ohne 
Stimulanzien, sowie die alleinige Gabe von Zinksulfat in unterschiedlichen 
Konzentrationen zu unterschiedlichen Zeitpunkten werden nicht aufgeführt, da 
es hierbei zu keinem Anstieg der TNF-α Produktion kommt. Zur Darstellung 
des Einflusses von Zink auf die LPS-Wirkung erfolgt die Zinkgabe in 
verschiedenen Zeitschemata, d.h. vor, während und nach LPS-Gabe. Die 
Zeitkinetiken erfolgen anhand folgender Ansätze: 
- alleinige LPS-Gabe 
- LPS-Gabe mit gleichzeitiger Applikation von unterschiedlichen 
Zinkkonzentrationen 
Da Klosterhalfen et al. (1996 und 1997) den Einfluss eines Serumfaktors 
beschrieben haben, erfolgen Ansätze sowohl mit serumhaltigen als auch 
serumfreien Medium für die Titration der unterschiedlichen 
Zinkkonzentrationen. Hierbei werden die serumhaltigen Proben mit den 
serumfreien verglichen. 
 
4.3.1. Human-Modell in vitro: Zink- und LPS-Gabe zeitgleich  
In den ersten 3 h der Inkubation (Abb.7 und 8) zeigen sich keine Unterschiede 
in den verschiedenen Ansätzen. Die Kinetik erlaubt einen Einblick in die 
ersten Stunden der Reaktion.  
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Abb.7 TNF-α Konzentration nach LPS-Gabe im Vergleich mit LPS-/Zinkgabe nach 1 h 
 
TNF-α Produktion humaner PBMC nach LPS- (250ng/ml) und zeitgleicher Zinkgabe  
(50 bzw. 100 µM), Vergleich in serumfreiem (Medium SF) und serumhaltigem Medium 
(Medium). Es gibt keine signifikanten Unterschiede, (n=5) der Mittelwert und die SD sind 
jeweils dargestellt. 
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Abb.8 TNF-α Konzentration nach LPS-Gabe im Vergleich mit LPS-/Zinkgabe nach 3 h 
 
 
TNF-α Produktion humaner PBMC nach LPS- (250ng/ml) und zeitgleicher Zinkgabe  
(50 bzw. 100 µM), Vergleich in serumfreiem (Medium SF) und serumhaltigem Medium 
(Medium). Es gibt keine signifikanten Unterschiede, (n=5) der Mittelwert und die SD sind 
jeweils dargestellt. 
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Die Ergebnisse des humanen Modells nach 24 h (Abb.9) zeigen im 
serumhaltigen Medium bei gleichzeitiger Wirkung von LPS und Zink an den 
Zielzellen die höheren TNF-α Werte, welche jedoch nicht signifikant erhöht 
sind. Im serumfreien Ansatz zeigt die Wirkung von LPS alleine oder LPS mit 
Zink keine Unterschiede. 
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Abb.9 TNF-α Werte nach LPS im Vergleich mit LPS-/Zinkgabe nach 24 h 
 
 
TNF-α Produktion humaner PBMC nach LPS- (250ng/ml) und zeitgleicher Zinkgabe  
(50 bzw. 100 µM), Vergleich in serumfreiem (Medium SF) und serumhaltigem Medium 
(Medium). Es gibt keine signifikanten Unterschiede, (n=5) der Mittelwert und die SD sind 
jeweils dargestellt. 
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4.3.2. Human-Modell in vitro: LPS- vor Zinkgabe 
 
In Anlehnung an die murinen in vivo-Versuche, aufbauend auf Versuch 4.3.1. 
wird in diesem Modell die Reihenfolge der Applikation der Stimulantien 
verändert. Im folgenden Versuchsansatz wird zuerst LPS und 30 min später 
Zinksulfat in unterschiedlichen Konzentrationen hinzugefügt. Wiederum ist die 
Zeitkinetik dargestellt und das Prinzip der Unterscheidung zwischen 
serumfreien und serumhaltigen Medium wird beibehalten. Dieser 
Versuchsansatz wird gewählt um zu ermitteln, ob ein Unterschied in der  
TNF-α Produktion auftritt, wenn LPS vor Zink appliziert wird. 
Für den Zeitraum der ersten 3 h (Abb.10 und 11) ergeben sich keine 
Unterschiede zwischen den gewählten Zinkkonzentrationen, wiederum ist 
aber der Unterschied zwischen dem serumfreien und dem serumhaltigen 
Medium zu erkennen. Nach 24 h ist der Wert für 100 µM Zink höher als der 
nach alleiniger LPS-Gabe (p<0,05), gleichzeitiger LPS- und Zinkgabe und 
ebenfalls höher als die Vorinkubation mit LPS und anschließender Zugabe 
von 50 µM Zink (p<0,05) (Abb. 12). 
 
 
                     LPS        LPS      LPS                    LPS       LPS       LPS 
                                        +50µM +100µM                            +50µM   +100µM 
                                       30`        30`                                    30`         30` 
                                       Medium                                        Medium SF      
 
Abb.10 TNF-α Konzentration nach LPS und anschließender Zink-Zugabe nach 1 h 
 
TNF-α Produktion humaner PBMC nach LPS- (250ng/ml) und anschließender (30 min) 
Zinkgabe (50 bzw. 100 µM), Vergleich in serumfreiem (Medium SF) und serumhaltigem 
Medium (Medium). Es gibt keine signifikanten Unterschiede, (n=5) der Mittelwert und die 
SD sind jeweils dargestellt. 
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                     LPS        LPS       LPS                    LPS       LPS      LPS 
                                        +50µM  +100µM                           +50µM   +100µM 
                                        30`         30`                                   30`         30`   
                                       Medium                                        Medium SF 
 
Abb.11 TNF-α Konzentration nach LPS und anschließender Zinkgabe nach 3 h 
 
TNF-α Produktion humaner PBMC nach LPS- (250ng/ml) und anschließender (30 min) 
Zinkgabe (50 bzw. 100 µM), Vergleich in serumfreiem (Medium SF) und serumhaltigem 
Medium (Medium). Es gibt keine signifikanten Unterschiede, (n=5) der Mittelwert und die 
SD sind jeweils dargestellt. 
 
 
                      LPS      LPS       LPS                    LPS      LPS       LPS 
                                       +50µM   +100µM                          +50µM  +100µM 
                                        30`        30`                                   30`         30`  
                                        Medium                                        Medium SF 
 
Abb.12 LPS und anschließende Zinkgabe nach 24 h 
 
TNF-α Produktion humaner PBMC nach LPS- (250ng/ml) und anschließender (30 min) 
Zinkgabe (50 bzw. 100 µM), Vergleich in serumfreiem (Medium SF) und serumhaltigem 
Medium (Medium). Der Mittelwert und die SD sind jeweils dargestellt (n=5); * = p<0,05. 
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In den folgenden Versuchen wird die TNF-α Produktion der PBMC ermittelt, 
wobei Zink diesmal 60 min nach der LPS-Gabe in unterschiedlichen 
Konzentrationen hinzugegeben wird. Es wird ermittelt, ob der zeitliche 
Zusammenhang zwischen der LPS- und Zinkgabe noch weiter verifiziert 
werden kann. Wiederum erfolgt eine Auftrennung nach Verwendung 
serumfreier und serumhaltiger Medien. 
Für den Zeitraum der ersten 3 h (Abb. 13 und 14) ergeben sich keine 
Unterschiede zwischen den unterschiedlichen Zinkkonzentrationen, auffällig 
ist aber der Unterschied zwischen serumfreiem und serumhaltigem Ansatz. 
 
                     LPS       LPS       LPS                    LPS       LPS        LPS 
                                       +50µM  +100µM                           +50µM    +100µM 
                                       60`         60`                                   60`          60` 
                                       Medium                                         Medium SF 
 
Abb.13 TNF-α Konzentration nach LPS und anschließender Zinkgabe nach 1 h 
 
TNF-α Produktion humaner PBMC nach LPS- (250ng/ml) und anschließender (60 min) 
Zinkgabe (50 bzw. 100 µM), Vergleich in serumfreiem (Medium SF) und serumhaltigem 
Medium (Medium). Es gibt keine signifikanten Unterschiede, (n=5) der Mittelwert und die 
SD sind jeweils dargestellt.  
Die Vorinkubation mit LPS und anschließende Zugabe von 100 µM Zinksulfat 
bewirkt einen hohen TNF-α Anstieg (Abb.15). Diese Werte sind höher als 
nach alleiniger LPS-gabe (p<0,05), gleichzeitiger LPS- und Zinkgabe, sowie 
LPS-Vorinkubation und anschließender Zugabe von 50 µM Zink (p<0,05). 
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                     LPS        LPS      LPS                     LPS       LPS      LPS 
                                        +50µM  +100µM                           +50µM   +100µM 
                                        60`        60`                                   60`         60` 
                                       Medium                                        Medium SF 
 
Abb.14 TNF-α Konzentration nach LPS und anschließender Zinkgabe nach 3 h 
 
TNF-α Produktion humaner PBMC nach LPS- (250ng/ml) und anschließender (60 min) 
Zinkgabe (50 bzw. 100 µM), Vergleich in serumfreiem (Medium SF) und serumhaltigem 
Medium (Medium). Es gibt keine signifikanten Unterschiede, (n=5) der Mittelwert und die 
SD sind jeweils dargestellt. 
 
 
                            LPS       LPS      LPS                    LPS      LPS      LPS 
                                          +50µM  +100µM                          +50µM  +100µM 
                                          60`        60`                                   60`        60` 
                                         Medium                                        Medium SF 
 
Abb.15 TNF-α Konzentration nach LPS und anschließender Zink-Zugabe nach 24 h 
 
TNF-α Produktion humaner PBMC nach LPS- (250ng/ml) und anschließender (30 min) 
Zinkgabe (50 bzw. 100 µM), Vergleich in serumfreiem (Medium SF) und serumhaltigem 
Medium (Medium). Der Mittelwert und die SD sind jeweils dargestellt(n=5), * = p<0,05. 
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4.3.3. Human-Modell in vitro: Zink- vor LPS-Gabe 
 
Im nächsten Schritt wird die Reihenfolge der Zugabe von LPS und Zink 
geändert, d.h. es wird zuerst Zinksulfat hinzugegeben, um anschließend mit 
LPS zu inkubieren. Diese Änderung des Versuches soll die Beobachtungen 
von Klosterhalfen et al. (1997) und Wellinghausen et al. (1996) überprüfen. 
Die Zeitkinetik und eine Aufgliederung nach serumfreiem und serumhaltigem 
Ansatz werden aufgeführt. Ebenso wird in bezug auf den Zeitpunkt der 
Zugabe von LPS variiert, so erfolgt die LPS-Gabe nach 30 und nach 60 min. 
Nach den ersten 3 h (Abb.16 und 17) zeigen sich nach einer 30 minütigen 
Vorinkubation keine Unterschiede zwischen der serumfreien und der 
serumhaltigen Gruppe. Die höheren TNF-α Werte lassen sich in der Gruppe 
der mit serumfreiem Medium inkubierten Proben beobachten. Nach 24 h 
zeigen die Zellen welche mit serumhaltigem Medium inkubiert wurden die 
höheren TNF-α Konzentrationen (Abb. 18). 
 
 
 
                     LPS      50µM     100µM                 LPS      50µM     100µM 
                                      +LPS      +LPS                               +LPS     +LPS 
                                       30`          30`                                   30`         30` 
                                      Medium                                         Medium SF                     
 
Abb.16 TNF-α Konzentration nach Vorinkubation mit 50 bzw. 100 µM Zn nach1 h 
TNF-α Produktion humaner PBMC nach Zink- (50 bzw. 100 µM) und anschließender  
(30 min) LPS-Gabe (250ng/ml). Vergleich in serumfreiem (Medium SF) und 
serumhaltigem Medium (Medium). Der Mittelwert und die SD sind jeweils dargestellt (n=5). 
 
 
_____________________________________________________________________ 
43
 
                     LPS      50µM     100µM                 LPS       50µM    100µM 
                                      +LPS     +LPS                                 +LPS    +LPS 
                                      30`         30`                                    30`         30` 
                                      Medium                                          Medium SF 
 
Abb.17 TNF-α Konzentration nach Zink- und anschließender LPS-Gabe nach 3 h  
 
TNF-α Produktion humaner PBMC nach Zink- (50 bzw. 100 µM) und anschließender  
(30 min) LPS-Gabe (250ng/ml). Vergleich in serumfreiem (Medium SF) und 
serumhaltigem Medium (Medium). Der Mittelwert und die SD sind jeweils dargestellt (n=5). 
 
 
 
                      LPS      50µM    100µM                 LPS      50µM    100µM 
                                       +LPS     +LPS                                +LPS    +LPS 
                                        30`        30`                                    30`        30` 
                                        Medium                                         Medium SF 
 
Abb.18 TNF-α Konzentration nach Vorinkubation mit 50 bzw. 100 µM Zn nach 24 h 
 
TNF-α Produktion humaner PBMC nach Zink- (50 bzw. 100 µM) und anschließender  
(30 min) LPS-Gabe (250ng/ml). Vergleich in serumfreiem (Medium SF) und 
serumhaltigem Medium (Medium). Der Mittelwert und die SD sind jeweils dargestellt (n=5). 
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Die Vorinkubation mit Zink wird auf 60 min verlängert, es soll gezeigt werden, 
ob dieses Auswirkungen auf die TNF-α Produktion hat. Ebenfalls kann 
ermittelt werden, ob der Zeitraum von 30 min Vorinkubation zu kurz gewählt 
wurde, um einen Effekt, wie er im Maus in vivo-Versuch gezeigt wurde, zu 
erreichen. Nach 3 h (Abb.19 und 20) zeigen sich keine Unterschiede zwischen 
der serumfreien und serumhaltigen Gruppe. Die höheren TNF-α Werte lassen 
sich in den serumfreien Proben beobachten. 
 
 
                     LPS       50µM    100µM                LPS       50µM     100µM 
                                       +LPS     +LPS                               +LPS     +LPS 
                                        60`        60`                                   60`         60` 
                                        Medium                                        Medium SF 
 
Abb.19 60 min Vorinkubation mit 50 und 100 µM Zink, TNF-α Werte nach 1 h 
 
TNF-α Produktion humaner PBMC nach Zink- (50 bzw. 100 µM) und anschließender  
(60 min) LPS-Gabe (250ng/ml). Vergleich in serumfreiem (Medium SF) und 
serumhaltigem Medium (Medium). Der Mittelwert und die SD sind jeweils dargestellt (n=5). 
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                         LPS      50µM    100µM               LPS      50µM    100µM 
                                      +LPS    +LPS                              +LPS     +LPS 
                                      60`        60`                                  60`         60` 
                                      Medium                                       Medium SF 
 
Abb.20 60 Min Vorinkubation mit 50 und 100 µM Zink, TNF-α Werte nach 3 h 
 
TNF-α Produktion humaner PBMC nach Zink- (50 bzw. 100 µM) und anschließender  
(60 min) LPS-Gabe (250ng/ml). Vergleich in serumfreiem (Medium SF) und 
serumhaltigem Medium (Medium). Der Mittelwert und die SD sind jeweils dargestellt (n=5). 
Die Vorinkubation mit 100 µM Zinksulfatlösung übertrifft im 24 h Wert die 
alleinige LPS- und zeitgleiche LPS- und Zinkgabe (Abb. 21). Eine Reduktion 
ist nur gegenüber der 60-minütigen Vorinkubation mit LPS zu beobachten. 
Aus diesen Ergebnissen wird deutlich, dass es im serumhaltigen Medium 
nach 24 h zu einem Anstieg der TNF-α Produktion kommt, sobald Zink in 
unterschiedlichen Konzentrationen zusammen mit LPS eingesetzt wird, was 
unabhängig vom Zeitpunkt der Applikation erfolgt. Auffällig ist, dass es bei 
Einsatz der 100 µM Zinksulfatlösung im serumhaltigen Medium zu der 
höchsten Zytokinproduktion kommt. Es lässt sich feststellen, dass Zink 
zusammen mit LPS im humanen serumhaltigen Modell in vitro immer eine 
höhere TNF-α Produktion induziert als die alleinige Stimulation mit LPS. 
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                   LPS       50µM    100µM                LPS      50µM     100µM 
                                        +LPS    +LPS                              +LPS      +LPS 
                                        60`        60`                                  60`          60` 
                                        Medium                                       Medium SF 
 
Abb.21 60 min Vorinkubation mit 50 und 100 µM Zink, TNF-α Werte nach 24 h 
 
TNF-α Produktion humaner PBMC nach Zink- (50 bzw. 100 µM) und anschließender  
(60 min) LPS-Gabe (250ng/ml). Vergleich in serumfreiem (Medium SF) und 
serumhaltigem Medium (Medium). Der Mittelwert und die SD sind jeweils dargestellt (n=5). 
 
Die Ergebnisse zeigen, dass es keinen Unterschied macht, ob 30 oder 60 min 
mit 50 µM Zink vorinkubiert wird. Ebenfalls ist es nicht entscheidend, ob Zink 
oder LPS zu unterschiedlichen Zeitpunkten den Zellen zugesetzt werden. 
Entscheidend ist, dass Zink und LPS an den Zellen wirken, denn im Vergleich 
zur alleinigen LPS-Gabe zeigt der Zusatz von Zink mit LPS immer eine 
Erhöhung der TNF-α Werte. Diese Ergebnisse unterstreichen die bereits von 
Wellinghausen et al. (1996) getroffene Aussage, dass Zink die 
Monokininduktion von LPS verstärkt. Da es sich hierbei um einen reinen 
in vitro-Ansatz gehandelt hat, lässt sich keine Aussage darüber treffen, wie 
der in vivo-Versuch verlaufen wäre. Die Ergebnisse des Mausmodells zeigten 
in vitro und in vivo Unterschiede, die sich nicht eindeutig klären lassen, es  
deutet vieles auf einen Serumfaktor hin. 
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4.4. LPS-Wirkung auf Leukozyten im Alter  
 
Klosterhalfen zeigte im Sepsismodell durch Induktion von Serumfaktoren den 
protektiven Effekt von Zinkionen (Klosterhalfen 1996 und 1997). Im 
zinkdefizienten Organismus sollte demnach dieser Effekt ausbleiben. Um dies 
zu belegen werden Blutproben von zinkdefizienten älteren gesunden 
Probanden mit denen junger gesunder Spender verglichen. Ein Zinkdefizit 
kommt vor allem im Alter zustande, da durch veränderte Ernährung und 
Zusammensetzung des Körpers im Rahmen von Alterungsprozessen sowohl 
Nährstoffe, als auch Spurenelemente vermindert vorkommen (Prasad, 2000; 
Cakman et al., 1996). Diese Defizite alter Menschen werden besonders in 
Zusammenhang mit Infektionen deutlich, beispielsweise geht eine 
Salmonelleninfektion im Alter mit einer höheren Mortalität und Morbidität 
einher (Bruce-Jones et al., 1996). Es soll, in vitro, Vollblut und PBMC von 
alten Probanden mit denen junger gesunder Blutspender verglichen werden. 
Da Klosterhalfen den Einfluss eines Serumfaktors in den Vordergrund stellt 
soll hier die Anwendung von Vollblutversuchen (autologes Serum) die in vivo 
Bedingungen simulieren (De Groote et al., 1992; Kirchner et al., 1982). Die 
Verwendung von PBMC zeigt dagegen den reinen in vitro Versuch 
(xenogenes Serum). 
Die Stimulation mit LPS (Abb.22 und 23) zeigt im Vollblut Ansatz alter 
Probanden einen signifikanten Anstieg des Monokins IL-6.  
 
                                            Alte                         Junge 
 
Abb.22 IL-1-Produktion im Vollblutansatz 
 
LPS-Stimulation in autologem Serum. Der Vollblutansatz gesunder alter Menschen (n= 10) 
im Vergleich zu jungen Spendern (n=7); der Mittelwert und Standardfehler sind jeweils 
dargestellt. 
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                                            Alte                         Junge 
 
Abb.23 IL-6-Produktion im Vollblutansatz 
 
Die IL-6-Produktion nach LPS-Stimulation im Vollblutansatz bei alten Menschen (n=10) 
gegenüber jungen (n=7). Der Standardfehler ist jeweils aufgeführt, *= p< 0,045. 
 
Bei Stimulation der PBMC kehrt sich das Verhältnis von Monokinproduktion 
der Leukozyten alter Menschen gegenüber denen junger Blutspender um 
(Abb.24 und 25).  
 
                                      Alte                           Junge 
 
Abb.24 IL-1-Produktion von PBMC alter und junger Spender 
 
Die LPS-Stimulation der Zellen junger gesunder Spender (n=7) im Vergleich zu gesunden 
alten Menschen (n=10), der Mittelwert und SE sind jeweils dargestellt, * = p< 0,001. 
 
 
_____________________________________________________________________ 
49
 
                                     Alte                          Junge 
 
Abb.25 IL-6-Produktion von PBMC alter und junger Spender 
Der IL-6-Spiegel nach LPS-Stimulation junger gesunder Spender (n=7) im Vergleich zu 
gesunden alten (n=10), der Mittelwert ist mit Standard-Fehler dargestellt, * = p<0,001. 
Die Ergebnisse lassen vermuten, dass es im Serum alter Menschen zu einer 
Vorstimulation der Leukozyten kommt, da dieser Anstieg bei Fehlen von 
Serum nicht beobachtet werden kann (Abb. 24 und 25). Ein Serumfaktor, der 
hier nicht näher identifiziert werden konnte, scheint diese Voraktivierung zu 
bewirken. Dies führt zu der Schlussfolgerung, dass eine Voraktivierung des 
Blutes alter Menschen bereits in vivo stattgefunden hat. Dennoch führt diese 
Überexpression der Monokine nicht etwa dazu, dass der gealterte 
Organismus besser mit Infektionen umgehen kann, da gleichzeitig die  
T-Zellfunktion nachlässt, was sich in einer geringeren Synthese von IFN-γ 
zeigt (Rink et al., 1998). 
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4.5. L929 Bioassay zur Aktivitätsmessung von TNF-α 
 
Neben einem Serumfaktor, der die Zytokinproduktion negativ beeinflusst, 
könnte auch Zink die Wirkung der produzierten Zytokine reduzieren. Im TNF-α 
Bioassay kann die biologische Wirkung von TNF-α auf lebende Zellen 
untersucht werden. Im ELISA wird die Anwesenheit von TNF-α ermittelt, dies 
sagt nichts über die biologische Aktivität aus, die entstehende Lücke wird 
durch den Bioassay geschlossen. Für den Versuch werden Mausfibroblasten 
(L929-Zellen) gewählt, die sensibel auf TNF-α reagieren indem sie ihre 
Adhärenz und Vitalität verlieren. Die Vitalität wird also in dem Maße erniedrigt, 
in dem die Aktivität von TNF-α steigt. Die biologische Aktivität von TNF-α kann 
so durch die Vitalitätsabnahme der Fibroblasten dargestellt werden. So lässt 
sich ermitteln, ob Zink einen Einfluss auf die biologische Aktivität von TNF-α 
hat. Die Inkubation der Testzellen mit TNF-α und die dadurch erzielte 
Vitalitätsrate wird als Referenzwert verwendet. Alle weiteren Ansätze 
beziehen sich auf diesen Referenzwert. Der TNF-α Bioassay wird über Nacht 
angesetzt und anschließend erfolgt die photometrische Messung der 
angefärbten Zellen, um ihre Vitalität zu ermitteln.  
Die Frage warum es im Mausversuch unter Vorinkubation mit Zink nicht  
zu einer negativen Auswirkung auf das Überleben der Mäuse kommt,  
bleibt auch nach den humanen Versuchen offen. Somit soll der Bioassay 
Aufschluss darüber geben, ob die Zellen durch Zink vor der TNF−α Wirkung 
geschützt werden. Der Anstieg der TNF-α Produktion als Antwort auf die  
LPS-Gabe ist nachweisbar, es gibt aber keinen Aufschluss darüber, wie die 
Zellen auf TNF-α reagieren. In den folgenden Versuchen werden die 
Zinkkonzentrationen variiert um zu ermitteln, wie hoch die Anzahl der Ionen 
sein muss, damit ein Effekt beobachtet werden kann. Wie in den vorherigen 
Versuchen muss auch hier gewährleistet werden, dass Zink keinen direkten 
toxischen Einfluss auf die verwendeten Testzellen hat, da sonst die TNF-α 
Wirkung verfälscht ermittelt würde. 
Im TNF-α Bioassay zeigt sich keine Toxizität der Zinkionen in einer 
Konzentration bis zu 50 µM auf die Mausfibroblasten. 100 µM Zinksulfat 
wirken hingegen toxisch auf L929-Zellen (Abb.26). In den Versuchen muss 
gewährleistet sein, dass der Zusatz von Zink nicht zu einer Reduktion der 
Vitalität führt. 
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                            0 µM        15 µM       30 µM        50 µM       100 µM 
 
Abb.26 Vitalität von L929 Zellen 24h nach Zinkgabe  
 
Kontrolle (0 µM) und Wirkung verschiedener Zinkkonzentrationen auf L929 Zellen werden 
miteinander verglichen (n=4). Die Vitalität der Zellen nach Inkubation mit 100 µM Zinksulfat 
ist gegenüber der Kontrolle und den anderen Zinkinkubationen signifikant erniedrigt (* = 
p<0,05). 
 
Nach Vorinkubation der Zellen mit 15 µM Zinksulfat (Abb.27) ist eine geringere 
Reduktion der Überlebensrate der Zellen gegenüber der alleinigen TNF-α 
Gabe zu beobachten. 
 
.   
                         50        25       12,5    6,25     3,13    1,6       0,8       0,4 
                                                                  TNF-α  [U]                                  
 
Abb.27 Einfluss von 15 µM Zink auf die TNF-α Wirkung bei L929 Zellen 
 
Die alleinige Gabe von TNF-α (schwarze Säulen) und die kombinierte Gabe von TNF-α 
und 15 µM Zinksulfatlösung (weiße Säulen) werden verglichen (n=4). Mittelwert und SD 
sind aufgeführt, signifikante Vitalitätserhöhungen durch Zinkzugabe werden mit * 
bezeichnet, wobei p jeweils <0,05. 
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Die Vitalitätsrate wird durch Zugabe von 30 µM Zinksulfatlösung (Abb.28) 
gegenüber alleiniger TNF-α Gabe erhöht, ebenso gegenüber der Inkubation 
mit 15 µM (Abb.27). 
 
 
                      50        25       12,5     6,25     3,13     1,6      0,8      0,4 
                                                                TNF-α [U]                                  
 
Abb.28 Einfluss von 30 µM Zink auf die TNF-α Wirkung 
 
Die Vitalität von L929 Zellen nach Gabe verschiedener TNF-α Konzentrationen (schwarze 
Säulen) und der kombinierten Gabe von TNF-α und 30 µM Zinksulfatlösung (weiße 
Säulen) werden verglichen (n=4). Mittelwert und SD sind aufgeführt signifikante 
Vitalitätserhöhungen durch Zinkzugabe werden mit * bezeichnet, wobei p jeweils <0,05. 
 
Die Zugabe von 50 µM Zinksulfat (Abb.29) zeigt einen vergleichbaren Effekt 
zur Verwendung von 30 µM Zinksulfat (Abb.28). Es kommt ebenfalls zu einer 
Reduktion der Vitalitätsabnahme als Antwort auf die TNF-α Wirkung (*p<0,05). 
Wie in Abb.26 dargestellt, bewirken 100 µM Zinksulfatlösung eine Reduktion 
der Vitalitätsrate der L929-Zellen, deshalb wurden keine höheren 
Zinkkonzentrationen verwendet. Zugabe von 50 U TNF-α nach Vorinkubation 
mit Zink führt immer zu einer signifikanten Erhöhung der Überlebensrate der 
Zellen (* p<0,05), somit schützt Zink die Zellen vor TNF-α. 
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                      50        25       12,5     6,25     3,13     1,6      0,8     0,4 
                                                                TNF-α  [U]                                  
 
Abb.29 Einfluss von 50 µM Zink auf die TNF-α Wirkung 
 
Die Wirkung von TNF-α in verschiedenen Konzentrationen (schwarze Säulen) und von 
TNF-α und 50 µM Zinksulfatlösung (weiße Säulen) auf L929 Zellen wird verglichen (n=4). 
Mittelwert und SD sind aufgeführt signifikante Vitalitätserhöhungen durch Zinkzugabe 
werden mit * bezeichnet, wobei p jeweils <0,05. 
 
Nach Verdreifachung der TNF-α Konzentration ist der protektive Effekt 
weiterhin zu beobachten, denn nach Vorinkubation der Zellen mit 15 µM 
Zinksulfat (Abb.30) erreicht die Vitalität bereits 75%. 
 
                     150      75        37,5    18,75   9,3      4,6       2,3      1,17 
                                                                TNF-α [U]                                  
 
Abb.30 Zinkeffekt bei hoher TNF-α Konzentration  
 
Die Wirkung von TNF-α in verschiedenen Konzentrationen (schwarze Säulen) und von 
TNF-α und 15 µM Zinksulfat (weiße Säulen) auf L929 Zellen wird verglichen (n=4). 
Mittelwert und SD sind aufgeführt signifikante Vitalitätserhöhungen durch Zinkzugabe 
werden mit * bezeichnet, wobei p jeweils <0,05. 
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Nach Vorinkubation der Zellen mit 30 µM Zinksulfat (Abb.31) übersteigt die 
Vitalitätsrate die Werte, die nach Zugabe von 50 U TNF-α erreicht werden. 
Deutlicher ist der Effekt gegenüber dem Referenzwert zu erkennen, da die 
alleinige Gabe von TNF-α die Vitalität auf 40% erniedrigt hat, und die 
Zinkgabe eine Vitalitätsrate von ca. 80% bewirkt (*p<0,05). 
 
 
                     150      75        37,5    18,75   9,3      4,6       2,3      1,17 
                                                                TNF-α [U]                                  
Abb.31 Einfluss von 30 µM Zink auf hohe TNF-α Konzentration 
 
Die Wirkung der alleinigen Gabe von TNF-α (schwarze Säule) und der kombinierten Gabe 
von TNF-α und 30 µM Zinksulfatlösung (weiße Säule) auf L929 Zellen wird verglichen 
(n=4). Mittelwert und SD sind aufgeführt signifikante Vitalitätserhöhungen durch 
Zinkzugabe werden mit * bezeichnet, wobei p jeweils <0,05. 
 
Nach Vorinkubation der Zellen mit 50 µM Zinksulfat (Abb.32) zeigt sich die 
Erhöhung der Überlebensrate der Zellen am deutlichsten, denn die Zellen 
behalten auch nach Zugabe von 150 U TNF-α eine Vitalität von ca. 90% 
(*p<0,05).  
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                     150      75        37,5    18,75   9,3      4,6       2,3      1,17 
                                                               TNF-α [U]                                  
 
Abb.32 Einfluss von 50 µM Zink auf hohe TNF-α Konzentration 
 
Die Wirkung der alleinigen Gabe von TNF-α (schwarze Säule) und der kombinierten Gabe 
von TNF-α und 50 µM Zinksulfatlösung (weiße Säule) auf L929 Zellen wird verglichen 
(n=4). Mittelwert und SD sind aufgeführt signifikante Vitalitätserhöhungen durch 
Zinkzugabe werden mit * bezeichnet, wobei p jeweils <0,05. 
 
Die durchgeführten Versuche zeigen deutlich, dass Zink einen schützenden 
Effekt auf L929 Zellen bei Inkubation mit TNF-α hat. Somit kommt es zu 
Unterschieden in der biologischen TNF-α Wirkung auf die Zellen, wenn mit 
Zinksulfat vorinkubiert wird, können auch hohe TNF-α Konzentrationen 
toleriert werden. 
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4.6. Vitalitätsmessung mittels Durchflusszytometrie  
Um den Einfluss von Zink auf die Apoptose genauer zu untersuchen sollte 
neben der Zinksubstitution der Zinkentzug untersucht werden. Bei diesem 
Versuch wird der Chelator TPEN verwendet, um den Zellen Zink zu entziehen. 
Dies soll zeigen, ob eine Veränderung des Zinkgehaltes im Medium eine 
Auswirkung auf die Vitalität der Zellen hat. Für den Versuch werden die Zellen 
3 h mit 5 µM TPEN vorinkubiert und anschließend wird Zink in der jeweiligen 
Konzentration zugegeben. Die Durchflusszytometrie dient zur Darstellung der 
vitalen Population gegenüber den toten Zellen. Die Vitalitäten werden in einem 
Diagramm aufgetragen. TPEN zeigt eine Erniedrigung der Überlebensrate der 
PBMC (Abb.33), diesem Effekt kann durch Zugabe von Zink entgegengewirkt 
werden. 
 
                      Kontrolle      TPEN       TPEN 15   TPEN 30    TPEN 50 
     
Abb.33 Vitalität von humanen PBMC nach TPEN- und TPEN/Zinkgabe 
 
Die Vitalität von PBMC nach Inkubationen mit TPEN und unterschiedlichen 
Zinkkonzentrationen (15, 30 und 50 µM) wird in einer PI-Färbung im Durchflusszytometer 
nach 24 h ermittelt (n=5). Jeweils ist die SD aufgeführt, # bezeichnet die signifikante 
Vitalitätsminderung der Probe nach Inkubation mit TPEN im Vergleich zur Kontrolle. Die 
Proben, welche zusätzlich mit Zink inkubiert wurden, mit * bezeichnet, zeigen signifikante 
Steigerungen der Vitalität gegenüber der TPEN inkubierten Probe, p jeweils <0,05.  
 
In den folgenden Versuchen soll auf die intrazellulären Veränderungen durch 
TPEN-Wirkung eingegangen werden. Besonders in bezug auf apoptotische 
Veränderungen der Zellen könnte Zink antagonistisch zu dem Chelator 
wirken.  
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4.7. Einfluss von TPEN und Zink auf die Apoptose 
Die Ergebnisse der Vitalitätskontrollen in den durchflusszytometrischen 
Untersuchungen zeigen, dass die Vitalität durch den Chelator TPEN reduziert 
wird. Dieser Reaktion lässt sich durch den Zusatz von Zink entgegenwirken 
(Abb.33). Mit Hilfe der Multiplex-PCR (MPCR) soll diese Beobachtung 
verifiziert werden. Bei dieser molekularbiologischen Methode werden mehrere 
DNA-Produkte parallel nachgewiesen. Als Probe wird die RNA aus humanen 
PBMC verwendet. Es soll gezeigt werden, ob der Schlüssel, der in Abbildung 
33 visualisierten Beobachtung, in der Beeinflussung der Apoptose zu suchen 
ist. Die verwendeten MPCR-Kits erlauben die Darstellung von 9 
unterschiedlichen Caspasen und einem Caspase Aktivator. Zu Beginn der 
Abschnitte erfolgt eine Veranschaulichung der ermittelten Produkte anhand 
der Positivkontrolle. 
 
4.7.1. Modulation des Caspase-Aktivator Apaf-1 durch Zinksulfat 
Es folgt die Darstellung der Ergebnisse aus MPCR-Analysen von PBMC, 
hierbei werden PBMC isoliert und in unterschiedlichen Konstellationen 
inkubiert, mit dem Zinkchelator TPEN, mit Zink in unterschiedlichen 
Konzentrationen, mit TPEN und Zink, zusätzlich erfolgt eine Kontrolle ohne 
Zugabe von Stimulantien. Diese Multiplex-PCR-Ansätze zeigen die  
Genexpression von Apoptosemarkern. Als Apoptosemarker werden die 
Caspasen 3, 5, 8, 9, sowie der Caspase Aktivator Apaf-1 detektiert. Die 
Positivkontrolle wird nicht auf jedem Gel dargestellt, Abb.34 dient als 
Orientierung.  
 
Abb.34 Vergleich der Positivkontrolle (POS) der MPCR 
des Apoptose-Tests 5 mit einer 123 bp-Leiter (L).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
           POS                L        
Produkt Größe (bp) 
GAPDH 615 
Apaf-1 498 
Caspase 8 405 
Caspase 3 318 
Caspase 5 256 
Caspase 9 200 
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In den Nullkontrollen des MPCR-Testkits Apoptose-Set-5 kann die H-GAPDH-
Bande bei allen Proben nachgewiesen werden (Abb. 35). Somit ist 
gewährleistet, dass die Parameter für den Ablauf der PCR korrekt aufeinander 
abgestimmt sind. Da H-GAPDH ubiquitär vorkommt, ist sie in allen Zellen 
nachweisbar. Eine häufige Fehlerquelle ist die Kontamination des destillierten 
Wassers mit DNA. Dies kann hier jedoch ausgeschlossen werden, da die 
Wasserprobe keine Kontamination mit DNA aufweist (nicht dargestellt). Alle 
Kontrollen zeigen positive Banden für die Caspasen 8, 3, 5 und 9, zwei der 
drei Kontrollen weisen Apaf-1 auf, dies dient als Ausgangswert für die 
weiteren Untersuchungen. 
 
 
 
                                              L                 1                  2                 3 
Abb.35 Genexpression der Caspasen in den Nullkontrollen  
MPCR Apoptose-Set 5 Amplifikate der PBMC ohne Zusatz von Stimulantien (1-3) Im 
Vergleich mit der 123 bp-Leiter (L) (n =3).  
 
 
Die H-GAPDH-Bande erscheint in allen Proben (Abb. 36). In der Probe 2.15 
ist im Gegensatz zu den beiden anderen Proben dieser Reihe nur eine 
geringe Ausprägung für die Banden der Caspasen zu erkennen. In diesem 
Verfahren wird nicht die Intensität der einzelnen Banden bewertet, sondern, 
ob die Bande vorhanden ist, oder nicht. 
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                             1. 15        2. 15        3. 15         1. 30         2. 30         3. 30         L 
 
Abb.36 Einfluss von 15 und 30 µM Zink das Caspase-Muster  
MPCR Apoptose-Set 5 Amplifikate der PBMC im Vergleich mit der 123 bp-Leiter (L). Die 3 
Parallelansätze (1.-3.) der PBMC sind mit der Zinkkonzentration (15 =15 µM usw.) 
bezeichnet. (n =3) 
 
Die Proben mit dem Zusatz von 50 µM Zinksulfat weisen die Bande für Apaf-1 
auf (Abb.37), auch die dritte Probe dieser Gruppe (nicht dargestellt) zeigt 
diese Bande. Die Caspasen 8, 5, 9 und 3 sowie der Caspase-Aktivator sind 
nachweisbar, das entspricht  der Nullkontrolle.  
Die MPCR-Kits 5 und 6 umfassen alle Caspasen, die mit der aufgeführten 
Methode ermittelt werden können, es wird also das gesamte 
Caspasespektrum erfasst. Diese Methode kann jedoch nur das 
Vorhandensein von Caspasen aber nicht deren Aktivität bestimmen. Eine 
Bande wird als positiv gewertet, sobald sie sichtbar ist. Es ist somit bei der 
Betrachtung erforderlich die Belichtung zu verändern um Banden zum 
Vorschein zu bringen, die durch mangelnde Gelqualität maskiert werden. In 
den Abbildungen ist die jeweils beste Darstellungsform gewählt worden, um 
die Banden gegenüber dem Hintergrund hervorzuheben. 
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                                             1. 50       2. 50        Pos           L              
Abb.37 50 µM Zinksulfat reguliert Apaf-1 
MPCR Apoptose-Set 5 Amplifikate der PBMC nach Zusatz von 50 µM Zinksulfat (50) 
werden mit der Positivkontrolle (Pos) und der 123 bp-Leiter (L) verglichen. 
 (2 repräsentative Experimente aus n =3). 
 
Der Zusatz von TPEN bewirkt im Vitalitätstest (Abb.29) eine Reduktion der 
Zellvitalität. In dieser Untersuchung (Abb.38) ist jedoch dasselbe 
Caspasespektrum zu erkennen, wie es bei den Nullkontrollen der Fall ist. 
Auch die Zugabe von 15 µM Zinksulfat zum Chelator bewirkt keine 
Veränderungen. 
 
 
                                  L          TPEN 1     TPEN 2     TPEN 3      TPEN          TPEN       TPEN 
                                                                                                    +1.15         +2. 15      +3.15 
Abb.38 Wirkung von 15 µM Zink auf TPEN 
MPCR Apoptose-Set 5 Amplifikate der PBMC (1.-3.) mit Zusatz von TPEN (TPEN) und 
zusätzlich mit 15 µM (15) im Vergleich zur 123 bp-Leiter (L) (n=3).  
 
Im Weiteren zeigen sich keine Unterschiede im Caspasenspektrum zwischen 
Proben, die mit TPEN und 30 µM oder 50 µM Zinksulfat inkubiert werden 
(Abb.39). 
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                              L          TPEN        TPEN        TPEN         TPEN         TPEN       TPEN 
                                            +1.30      +2.30        +3.30         +1.50         +2.50      +3.50 
 
Abb.39 TPEN mit 30 µM und 50 µM Zinksulfat 
MPCR Apoptose-Set 5 Amplifikate der PBMC (1.-3.) mit Zusatz von TPEN und 30 µM 
Zinklösung (TPEN + 1.-3.30) bzw. 50 µM Zinklösung (TPEN + 1.-3.50) im Vergleich zur 
123 bp-Leiter (L) (n=3).  
 
Die Kontrollen und die alleinige Zinkgabe bis zu einer Konzentration von 
30 µM unterscheiden sich ebenfalls nicht. Die Zugabe von 50 µM 
Zinksulfatlösung zeigt zusätzlich den Caspase Aktivator Apaf-1, der in keiner 
weiteren Probe gezeigt werden kann. In der Ausprägung der Caspasen 3, 5, 8 
und 9 werden keine Unterschiede deutlich, im Anschluss erfolgt die 
Untersuchung der Caspasen 2, 4, 6, 7 und 10 mittels Apoptose-Set 6 der 
Firma Biosource. 
 
 
4.7.2. Einfluss von TPEN und Zink auf die Caspasen 2, 10, 7, 4 und 6 
 
Diese MPCR-Ansätze zeigen die Anwesenheit von Apoptosemarkern. Als 
Apoptosemarker werden hier die Caspasen 2, 10, 7, 4 und 6 detektiert. Die  
H-GAPDH-Bande bei 500 bp dient als interne Kontrolle. 
Die Positivkontrolle (Abb.40) wird nicht auf jedem Gel erscheinen, somit dient 
diese Beschreibung als Orientierung. Es sind jeweils drei Ansätze (1.-3.) 
aufgetragen. Es folgen die Ansätze und Ergebnisse des Multiplex-Test-Kits 
Apoptose-Set-6. 
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Abb.40 Vergleich der Positivkontrolle (POS) 
der MPCR des Apoptose-Sets 6 mit einer 
123 bp-Leiter (L). 
 
                 POS                     L 
 
Das Caspasenspektrum zeigt die Banden für Caspase 4 und 10 (nicht 
dargestellt). Direkt nach Ansatz der Zellen liegen diese Caspasen bereits vor, 
der Ausgangswert gilt als Orientierungspunkt für die nächsten Messungen. 
Nach 3 h Inkubation mit Medium zeigen die Proben im Gel Banden für die 
Caspasen 6, 4, 7 und 10, Caspase 2 lässt sich nur in einer der drei Proben 
(Abb.41) erkennen. 
 
 
                                      1                     2                     3                      L 
Abb.41 Nullkontrollen nach 3 h  
MPCR Apoptose-Set 6 Nullkontrollen der PBMC nach 3 h Kultur (1-3) im Vergleich zur 
123 bp-Leiter (L) (n=3).  
 
Produkt Größe (bp) 
GAPDH 500 
Caspase 6 419 
Caspase 4 380 
Caspase 7 297 
Caspase 10 230 
Caspase 2 187 
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Nach 24 h sind alle detektierbaren Caspasen des Kits in den Nullkontrollen 
nachweisbar (Abb.42). 
 
 
 
                                                1                    2                    3                    L 
Abb.42 Nullkontrollen nach 24 h 
MPCR Apoptose-Set 6 Nullkontrollen der PBMC nach 24 h Kultur  (1.-3.)  im Vergleich zur 
123 bp-Leiter (L) (n=3).  
 
Die Zugabe von 15 µM Zinksulfat (Abb.43) verändert das Caspasenspektrum 
gegenüber der 24 h Kontrolle nicht (Abb.42). 
 
 
                                                  L               1.15             2.15              3.15 
Abb.43 DNA-Muster nach Zugabe von 15 µM Zinksulfat  
MPCR Apoptose-Set 6 Amplifikate der drei Parallelansätze (1.-3.) mit PBMC und 15 µM 
Zink (15) im Vergleich mit der 123 bp-Leiter (L) (n=3).  
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Auch 30 µM Zinksulfat verändern das Caspasenspektrum (Abb.44) im 
Vergleich zur 24 h Kontrolle (Abb.42) nicht. 
 
 
                                                     1.30            2.30            3.30              L 
Abb.44 DNA-Muster nach Zugabe von 30 µM Zink  
 MPCR Apoptose-Set 6 Amplifikate der drei Parallelansätze (1.-3.) mit PBMC und 30 µM 
Zink (30) im Vergleich mit der 123 bp-Leiter (L) (n=3). 
 
Die Proben weisen nach Zugabe von 50 µM Zinksulfat eine Veränderung des 
Caspasenspektrum gegenüber der 24 h Nullkontrolle (Abb.42) auf. Daraus 
folgt, dass nur die Caspasen 10, 7 und 4 nachweisbar sind. Nach Zugabe von 
TPEN (Abb.45) sind alle Caspasen der 24 h Kontrolle (Abb. 42) nachweisbar, 
auch der Zusatz von 15 µM Zinksulfat (Abb.45) verändert das 
Caspasenspektrum nicht. 
 
 
                                       1.50             2.50             3.50               L 
Abb.45 Caspasen Amplifikation nach Zugabe von 50 µM Zinksulfat  
MPCR Apoptose-Set 6 Amplifikate der drei Parallelansätze (1.-3.) mit PBMC und 50 µM 
Zink (50) im Vergleich mit der 123 bp-Leiter (L) (n=3).   
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                                     L        TPEN 1   TPEN 2   TPEN 3     TPEN        TPEN      TPEN 
                                                                                               + 1.15       + 2.15      + 3.15 
Abb.46 TPEN im Vergleich mit TPEN und 15 µM Zink  
MPCR Apoptose-Set 6 Amplifikate der PBMC (1.-3.) mit Zusatz von TPEN (TPEN) und 
15 µM Zinksulfat (15) im Vergleich zur 123 bp-Leiter (L) (n=3).  
 
Die Banden für die dritte Probe mit Zusatz von TPEN und 50 µM ZnSO4 
werden nicht dargestellt (Abb.47). Das Muster der Caspasen zeigt im Ansatz 
mit TPEN und 30 µM Zink alle Banden außer der Caspase 7. Im Ansatz mit 
50 µM Zink ist das Spektrum der 24 h Kontrolle (Abb.42) wieder 
nachzuweisen. 
 
 
                                 L           TPEN       TPEN       TPEN        TPEN        TPEN         POS 
                                              + 1.30     + 2.30      + 3.30     + 1.50       + 2.50                
Abb.47 Gabe von 30 und 50 µM Zink zu mit TPEN-vorinkubierten Proben  
MPCR Apoptose-Set 6 Amplifikate der PBMC (1.-3.) mit Zusatz von TPEN und 30 µM 
Zinklösung (TPEN+1-3.30) (n=3) bzw. 50 µM Zinklösung (TPEN+1.-3.50) (2 repräsentative 
Experiment aus n =3) im Vergleich zur 123 bp-Leiter (L) und der Positivkontrolle (POS). 
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4.7.3. Onkogene unter dem Einfluss von Zink 
Diese MPCR-Ansätze zeigen die Anwesenheit von Apoptosemarkern. Als 
Apoptosemarker werden hier BAD, Bcl-2, BAX, BIM, c-myc, Bag-1 und p-53 
detektiert. Bcl-2 bindet sich an die mitochondriale Membran und blockiert die 
mitochondriale Schwellung, die zum Zelltod führt. C-myc führt seine 
vielfältigen Wirkungen meist durch transkriptionale Regulation der Zielgene 
aus (Gartel und Shchors 2003). Bag-1 wird auch als Bcl-2 associated 
athanogene-1 bezeichnet. Überexpression von BAG in Krebszellen verstäkt 
die Proliferation und das Überleben der Zellen (Doong et al., 2002). Zink kann 
an p53 binden, da mehrere Cysteinreste für diese Interaktion zur Verfügung 
stehen. Die sequenzspezifische Bindung von p53 an die DNA ist abhängig 
von Zink und der Redoxregulation. p53 kann die zeitliche Produktion von 
reaktiven Sauerstoffzwischenstufen kontrollieren, aber p53 selbst steht unter 
der Kontrolle von Veränderungen des Zinkspiegels und des zellulären 
Redoxstatus (Hainaut et al., 2001). p53, c-myc und Bcl-2 können sowohl die 
Zellteilung, als auch die Apoptose beeinflussen (Vermeulen et al., 2003). In 
diesem Test-Kit wurde vom Hersteller eine Positivkontrolle geliefert, die nicht 
die H-GAPDH-Bande enthielt. Auch die nachgelieferte Positivkontrolle erfüllte 
nicht die Kriterien (Abb.48). 
 
 
               POS 1          W            POS 2          L 
Abb.48 Positivkontrolle  
Die Positivkontrollen des Herstellers (POS1, POS2), sowie die Wasserkontrolle (W) im 
Vergleich zur internen 100 bp-Leiter (L). 
 
 
 
 
Produkt Größe (bp) 
GAPDH 615 
P53 495 
Bag-1 421 
c-myc 381 
BIM 313 
BAX 272 
Bcl-2 235 
BAD 192 
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Dieses Problem wurde dem Hersteller mitgeteilt und der verwendete Testkit ist 
jetzt nicht mehr im Angebot des Herstellers. Dennoch sollen hier die 
Ergebnisse dargestellt werden, da die einzelnen Proben an der angegebenen 
Position die H-GAPDH-Bande aufweisen. Zusätzlich findet sich eine 
Wasserprobe zwischen den Positivkontrollen, die zeigt, dass keine 
Kontamination des ddH2O vorliegt. Die Positivkontrolle wird nicht auf jedem 
Gel erscheinen. Es folgen die Ansätze und Ergebnisse des Multiplex-Test-Kits 
Apoptose-Set-7. 
 
 
                                                            L               1                  2                 3 
Abb.49 Nullkontrollen der Bcl-2-Familie  
MPCR Apoptose-Set 7 Amplifikate der drei parallelen Ansätze mit PBMC (1-3) ohne 
Zusatz von Stimulantien im Vergleich zur 123 bp-Leiter (L) (n =3).  
 
Die Kontrollen zeigen die Banden für BAX, BAD, Bcl-2 und C-myc, ebenso 
erkennt man die H-GAPDH-Bande (Abb.49) auf der Höhe von 615 bp, so wie 
sie in der Beschreibung als Kriterium für den korrekten Ablauf der PCR 
eingetragen ist. 
Die Zugabe von Zink in Konzentrationen von 30 und 50 µM (Abb.50) blockiert 
die Genexpression von BAD und BAX. 
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                          1.30        2.30        3.30        1.50        2.50        3.50        L 
 
Abb.50  Zusatz von 30 und 50 µM Zink 
MPCR Apoptose-Set 7 Amplifikate der drei Parallelansätze mit PBMC (1.-3.) und  
30 µM (30) bzw. 50 µM (50) Zink im Vergleich mit der 100 bp-Leiter (L) (n =3).  
 
 
Der Entzug von Zinkionen bringt die Mitglieder der Bcl-2-Familie wieder zum 
Vorschein (Abb.51). Die Zugabe von 15 µM Zinksulfat kann die Wirkung von 
TPEN nicht umkehren. 
 
 
                                 TPEN 1    TPEN 2   TPEN 3   TPEN    TPEN     TPEN         L 
                                                                                + 1.15   + 2.15     + 3.15 
Abb.51 TPEN im Vergleich zu TPEN und 15 µM Zinksulfat  
MPCR Apoptose-Set 7 Amplifikate der PBMC mit Zusatz von TPEN (TPEN1-3) und mit 
15 µM Zink (TPEN+1.-3.15) im Vergleich zur 100 bp-Leiter (L) (n=3).  
 
Der vitalitätsmindernden Wirkung von TPEN auf Zellen kann bereits mit einer 
Zinksubstitution von 15 µM (Abb.33) entgegengewirkt werden. Auf RNA-
Ebene ist dies nicht schlüssig nachzuvollziehen, da sich die Proben mit Zusatz 
von TPEN (Abb.51) und zusätzlicher Inkubation mit 30 und 50 µM Zink 
(Abb.52) nur dadurch unterscheiden, dass die höheren Zinkkonzentrationen 
ein Auftreten der Bande für BAD bewirken. 
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                                 L            TPEN       TPEN          TPEN       TPEN         TPEN         TPEN 
                                              + 1.30       + 2.30         + 3.30       + 1.50        + 2.50         + 3.50 
Abb.52 TPEN + 30 µM und + 50 µM Zinksulfat  
MPCR Apoptose-Set 7 Amplifikate der PBMC mit Zusatz von TPEN (TPEN1-3) und mit 
30 µM Zink (TPEN+1.-3.30) bzw. mit 50 µM Zink (TPEN+1.-3.50), im Vergleich zur  
100 bp-Leiter (L) (n=3). 
 
In Tabelle 6 erfolgt die Darstellung der Caspase-Banden und Onkogen-
Varianten für die einzelnen Proben. Die Kontrolle wird als Referenz benutzt 
und somit beziehen sich alle Werte auf diese Kontrolle.  
Die Proben weisen nur geringfügige Unterschiede auf. So zeigt die Zugabe 
von 50 µM Zink nicht die Banden der Caspasen 2 und 6, während alle 
anderen Proben diese Parameter zeigen. 50 µM Zink steigern die 
Amplifikation für Apaf-1. Die Zugabe von 30 und 50 µM Zinksulfat verhindert 
die Amplifikation von BAX, BAD und Bag-1. Der Zusatz von TPEN und 
zusätzlicher Gabe von Zink in unterschiedlichen Konzentrationen zeigen keine 
Unterschiede zueinander.  
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 Kontrolle 15 µM 30 µM 50 µM TPEN 
TPEN+ 
15 µM 
TPEN+ 
30 µM 
TPEN+ 
50 µM 
Apaf-1 + - - + - - - - 
Casp 8 + + + + + + + + 
Casp 3 + + + + + + + + 
Casp 5 + + + + + + + + 
Casp 9 + + + + + + + + 
Casp 6   +* + + - + + + + 
Casp 4 + + + + + + + + 
Casp 7   +* + + + + + + + 
Casp 10 + + + + + + + + 
Casp 2   +* + + - + + + + 
BAD + Ø - - + + + + 
Bcl-2 + Ø + + + + + + 
BAX + Ø - - + + + + 
BIM - Ø - - - - - - 
c-myc + Ø + + + + + + 
Bag-1 - Ø - - + + + + 
P53 - Ø - - - - - - 
 
Tabelle 6 
Zusammenfassung der Multiplex-PCR-Ergebnisse 
+= ausgeprägt, -= nicht ausgeprägt, Ø= nicht gemessen, * die Zeitkinetik zeigte nach 0 
Stunden keine Ausprägung für dieses Gen.  
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5. Diskussion 
 
Ein wichtiges Ziel der modernen Medizin ist es, Patienten vor den verheerenden 
Folgen der Sepsis zu schützen. Einen Weg zu finden einer Sepsis vorzubeugen 
oder zumindest die Auswirkungen auf den Organismus zu minimieren, wäre  
ein großer Fortschritt im klinischen Alltag. Die gramnegative Sepsis macht  
einen Großteil der klinischen Fälle aus, das Lipopolysaccharid aus der  
Zellwand gramnegativer Keime ist der entscheidende Auslöser für  
den Pathomechanismus im Verlauf der Erkrankung (Bone, 1991). Das 
Spurenelement Zink ist ein begünstigender Faktor für das Immunsystem, es steht 
somit eine kostengünstige Substanz zur Bekämpfung einiger Krankheiten wie  
z. B. der Sepsis, einer immer noch zu häufig tödlich verlaufenden und bis dato 
schwer zu therapierenden Erkrankung zur Verfügung (Prasad, 2000; 
Wellinghausen und Rink, 1998). Wechselwirkungen zwischen LPS und Zink sind 
Gegenstand intensiver Forschung, doch die Deutung der Ergebnisse wirft neue 
Fragen auf.  
Klosterhalfen et al. (1996; 1997) benutzte ein in vivo-Modell im Schwein.  
Hierbei wurde eine gramnegative Sepsis mittels LPS-Injektion (i.v.) simuliert und 
es konnte damit bestätigt werden, dass die Vorbehandlung mit Zink (i.v.) die 
Produktion von HSP 70 erhöht und somit alle proinflammatorischen Vorgänge 
hemmt. Das Hitzeschockprotein HSP 70 scheint von zentraler Bedeutung für den 
protektiven Effekt des Spurenelements im Verlauf einer LPS-Sepsis zu sein. 
Diese Ergebnisse wurden durch die Arbeiten von Wellinghausen et al. (1996) 
relativiert. Wellinghausen et al. zeigten in einem humanen in vitro-Modell, dass 
die zeitgleiche Gabe von Zink und LPS eine stärkere Ausschüttung der 
proinflammatorischen Monokine Il-1β und TNF-α bewirkte, als es die alleinige 
Gabe von LPS vermag. Dieser Effekt beruht auf einer Konformormations-
änderung des Lipopolysaccharids. In Anwesenheit von Zinkionen sinkt die 
Fluidität des LPS-Moleküls, womit die Wirkung von LPS steigt. 
Den scheinbaren Widerspruch der Ergebnisse von Klosterhalfen und 
Wellinghausen sollten die Experimente dieser Arbeit klären. In einem murinen 
in vivo-Modell konnten die Ergebnisse von Klosterhalfen et al. (1997) vollständig 
reproduziert werden. Wurde Zink dem Immunsystem vor dem LPS verfügbar 
gemacht, erfolgte ein signifikanter Abfall der TNF-α-Produktion im Vergleich zum 
Sepsismodell mit alleiniger Gabe von LPS, es überlebten alle Versuchstiere. 
Somit ist durch frühzeitige Zinkapplikation ein protektiver Effekt zu erreichen. 
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Eine zeitgleiche Wirkung beider Substanzen an der Zielzelle führt im Vergleich zu 
der alleinigen LPS-Applikation zur Reduktion der Überlebensrate. Außerdem ist 
der TNF-α Spiegel um das Dreifache höher. Diese Beobachtung bestätigt in vivo 
die in vitro gezeigten Ergebnisse von Wellinghausen et al. (1996). Die Bedeutung 
des Zeitpunktes der Zinkgabe auf den Verlauf der LPS-Sepsis wurde deshalb 
in vitro weiter untersucht. Das in vitro-Modell arbeitet auf der rein zellulären 
Ebene, der Einfluss von löslichen Faktoren, wie z.B. von Serumproteinen, ist in 
diesem Versuchsaufbau nur bedingt einbezogen. Sind die Ergebnisse aus dem 
in vivo-Modell reproduzierbar, wäre der Beweis einer Interaktion auf rein 
zellulärer Ebene praktisch erbracht. Jedoch stehen dem die Ergebnisse von 
Klosterhalfen et al. (1997) entgegen. In einer murinen Milzzellsuspension wurde 
eine gramnegative Sepsis durch Zugabe von LPS simuliert. Die inflammatorische 
Reaktion wurde mittels Messung von murinem TNF-α validiert. Der LPS-
induzierte Anstieg dieses proinflammatorischen Monokins konnte durch 
Vorinkubation mit Zink nicht gehemmt werden, die Ergebnisse von 
Klosterhalfen et al. (1997) waren somit nicht reproduzierbar. Innerhalb einer LPS-
Sepsis ist der zu beobachtende protektive Einfluss von Zink auf den Organismus 
kein ausschließlich zellulärer Mechanismus, Hitzeschockproteine können auch im 
murinen Modell eine Rolle spielen, wie bei Klosterhalfen et al. (1997) gezeigt 
wurde. Des weiteren wurde in einem humanen in vitro–Modell gearbeitet. Die 
Herabsetzung der TNF-α-Produktion nach Vorinkubation der Zellen mit Zink, 
welche im murinen in vivo-Versuch nachgewiesen wurde, sind im humanen in 
vitro-Modell, genau wie im murinen in vitro-Modell, nicht zu sehen. 
Serumproteine können freie Zinkionen binden, denn geladene Proteinreste 
besitzen eine Zink-chelatierende Wirkung. Diesen Effekt umgeht man, indem im 
Handel erhältliche serumfreie Medien für den Versuch verwendet werden 
(Wellinghausen et al. 1996). Die Versuche wurden zur Kontrolle dieses Effekts 
mit jeweils serumhaltigem und serumfreiem Medium durchgeführt. Die 
Verwendung von serumhaltigem Kulturmedium bewirkte im Vergleich zu einem 
Ansatz mit serumfreiem Medium nach 24 h Inkubation einen deutlichen Anstieg 
der Monokinproduktion. Im serumhaltigen Medium steigt die Monokinantwort 
signifikant an, wenn man den Zellen LPS und anschließend Zinksulfat zusetzt; 
dabei unterscheidet es sich nicht, ob man nach 30 oder 60 Minuten 
Vorinkubation mit dem Lipopolysaccharid das Spurenelement hinzufügt. Unter 
serumfreien Bedingungen zeigen die Zellen nach Zugabe von Zink unter voriger 
Inkubation mit LPS keine signifikanten Unterschiede in der Monokinproduktion, 
im Vergleich zu der alleinigen Inkubation der Zellen mit LPS.  
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Die zeitliche Auftrennung der Zugabe von Zink und Lipopolysaccharid in vitro 
führt nicht zu einer Bestätigung der zuvor gewonnenen murinen in vivo-
Ergebnisse. Dies unterstützt vielmehr die Ergebnisse von Wellinghausen et al. 
(1996), die ebenfalls unter in vitro-Bedingungen durchgeführt wurden. Der 
Versuchsaufbau mit serumhaltigem Medium und Zink führt nach 24 h LPS-
Inkubation immer zu einem Anstieg der Monokinproduktion, wobei die 
unterschiedliche Reaktion vom serumfreien Medium unklar bleibt. Diese 
Beobachtung zeigt, dass die pathogene Wirkung des LPS noch verstärkt werden 
kann, wenn das Spurenelement nach dem Lipopolysaccharid verabreicht wird. 
Zur weiteren Untersuchung der Rolle von Serumfaktoren im Verlauf einer 
gramnegativen Sepsis wurden in vitro Versuche im zinkdefizienten Organismus 
durchgeführt. Es wurde hierbei mit Blut von gesunden älteren Erwachsenen mit 
einem Durchschnittsalter von 77,3 Jahren gearbeitet, denn der gealterte 
Organismus ist von einem Zinkmangel gekennzeichnet (Rink et al., 1998). Die 
Ergebnisse der Messung der Zytokine IL-1 und IL-6 ließen auf eine 
Voraktivierung des monozytären Anteils der Zellen im Vollblut schließen. Die 
LPS-Applikation führte zu einem signifikanten Anstieg von IL-6, auch das 
Monokin IL-1 stieg im Vergleich dazu. Sobald die Zellen isoliert, d.h. als PBMC 
ohne den Einfluss von autologem Serum, betrachtet wurden, reagierten die 
monozytären Zellen des zinkdefizienten Organismus vermindert auf einen LPS-
Stimulus, es war kein Anstieg von IL-6 und IL-1 zu messen. Die Messung der  
T-Zellaktivität nach Zugabe eines Superantigens ließ eine Inkompetenz dieser 
Zellen im älteren Organismus als Reaktion auf diesen Stimulus erkennen 
(Cakmann et al., 1996). Die monozytären Zellen wiesen aber weiterhin die 
Fähigkeit auf ihr Zytokinspektrum zu sezernieren. Die Insuffizienz auf Ebene der 
T-Zellen wird durch Überaktivierung der monozytären Zellpopulation mittels eines 
Serumfaktors ausgeglichen. Im Blut junger Blutspender sind diese Vorgänge 
nicht zu beobachten. 
TNF-α ist ein Monokin, welches die Zielzellen als Antwort auf Kontakt mit dem 
Lipopolysaccharid sezernieren (Wellinghausen et al., 1996). Die Ergebnisse der 
Maus-In-Vivo-Versuche zeigen, dass die zeitgleiche Anwesenheit von Zink und 
LPS an den immunkompetenten Zellen einen dreifach höheren TNF-α Anstieg 
bewirken als im reinen LPS-Sepsismodell. Bei einer Verdreifachung des TNF-α 
Spiegels ist eine hohe Mortalität zu erwarten, jedoch reduziert sich die Vitalität 
gegenüber dem Sepsis-Modell lediglich um 20%. Diese Ergebnisse sprechen für 
eine Beeinflussung der TNF-α Wirkung durch das Zink.  
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Auf dieser Überlegung beruht die Verwendung eines L929-Bioassays. 
Mausfibroblasten der Zelllinie L929 reagieren sensibel auf die Anwesenheit von 
TNF-α, sie verlieren ihre Adhärenz und Vitalität (Fady et al., 1995). Werden die 
Fibroblasten mit unterschiedlichen Zinkkonzentrationen vorinkubiert, erhöht sich 
die Überlebensrate der Zellen signifikant. Diese Beobachtung wurde in allen 
durchgeführten Versuchen reproduziert. Auch bei einer Erhöhung der 
verwendeten TNF-α Konzentration tritt ein Schutz durch Vorinkubation mit Zink 
auf. Die Wirkung von TNF-α wird in diesem Versuch eindeutig minimiert und 
weist demzufolge den protektiven Einfluss von Zinkionen gegenüber der Wirkung 
des Monokins nach. Der protektive Einfluss bietet eine Erklärung für die 
Beobachtung, dass TNF-α auch in hohen Konzentrationen im Mausmodell in 
seiner Wirkung abgeschwächt wird. 
Die positive Wirkung von Zinkionen auf das Immunsystem wurde für 
verschiedene Stimuli erwiesen (Prasad, 2000; Fraker et al., 2000). Es stellt sich 
die Frage, wie das System auf einen Entzug dieses Spurenelementes reagiert. 
Der Chelator TPEN reduziert die Konzentration zweiwertiger Ionen, wobei er die 
größte Spezifität für Zink zeigt. PBMC wurden mittels Propidiumjodid im 
Durchflusszytometer auf Vitalität untersucht. Die Inkubation der Zellen mit TPEN 
führte zu einer signifikanten Reduktion der Vitalität der Zellen. Wurden die Zellen 
jedoch nach der Behandlung mit TPEN zusätzlich mit Zinksulfat inkubiert kam es 
zur Umkehr der Beobachtung. Dieser Effekt war schon bei der Zugabe von 
15 µM Zinksulfat zu beobachten. Der Chelator hat eine spezifische 
Bindungskapazität für Zink, es kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass 
auch andere zweiwertige Ionen durch den Chelator gebunden werden und in 
ihrer Konzentration absinken. Der Vitalitätsverlust könnte auch der Reduktion 
anderer Ionen zugeschrieben werden, aber die Tatsache, dass die 
Zinksubstitution diesem Effekt entgegenwirkt und die Vitalität signifikant ansteigt, 
verdeutlicht, dass Zink absolut notwendig für das Überleben der Zellen ist und 
der Effekt im wesentlichen auf der Zeit beruht.  
Es existieren mehrere aktive Mechanismen, wie Zink in die Zellen befördert wird 
(Franklin et al., 2003; Wang et al., 2002). In der Zelle interagiert Zink mit mehr als 
300 Enzymen. Doch nicht nur in der Struktur, Stabilität und Aktivität von 
Proteinen spielen Zinkionen eine entscheidende Rolle, sondern sie haben auch 
die Fähigkeit Enzyme zu hemmen. Dies zeigten Maret et al. (1999) und Truon-
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Tran et al. (2001) am Beispiel der Caspase 3, einem bedeutenden Faktor für den 
vollständigen Ablauf der Apoptose.  
Die Hemmung des Enzyms kann somit die Apotoserate reduzieren. Dieser Effekt, 
der durch die Zugabe von Zinkionen erreicht wurde, lieferte die Grundlage für 
eine weitere Untersuchung, die im Rahmen der Suche nach einer Erklärung für 
das Überleben der Mäuse im In-Vivo-Versuch durchgeführt wurden. Der 
Schlüssel ist möglicherweise in der Beeinflussung der Apoptose durch Zinkionen 
zu suchen. Um dies zu klären, wurde die Amplifikation der Caspase- und 
Onkogen-RNA untersucht. Nach Auswahl unterschiedlicher Anordnungen unter 
Berücksichtigung des beobachteten Entzugs von Zinkionen mittels TPEN wurde 
die Vitalität der Zellen reduziert. So sollte die Vermutung, dass durch den Entzug 
der Ionen vermehrt die Apoptose induziert und dieser Effekt durch Zugabe von 
Zink wieder umgekehrt wird, bestätigt werden. Als zu untersuchende Parameter 
wurden neun Caspasen, ein Caspase Aktivator, sowie pro- und anti-apoptotische 
Onkogene ausgewählt. Da der genaue Einfluss von Zink auf Caspasen bisher 
nicht exakt bestimmt wurde, musste ein breites Spektrum untersucht werden. 
Bisher war gezeigt worden, dass Zink die Aktivität des synthetisierten Proteins 
beeinflussen kann. Hier soll auf die RNA-Ebene eingegangen werden. 
Caspasen spielen die entscheidende Rolle bei der Endphase der Apoptose 
(Marsden et al., 2002). Die Caspasen werden als inaktive Proenzyme oder 
Procaspasen synthetisiert. Während der Apoptose werden die Procaspasen 
durch proteolytische Spaltung zu aktiven Enzymen umgewandelt. Die 
Procaspase 8 ist an CD 95 über Brückenproteine gebunden und wirkt nach 
Interaktion des CD 95-Moleküls mit seinem Liganden (FAS-Ligand) positiv auf die 
Effektorcaspasen. Die Procaspase 9 liegt im Zytosol vor und wird von Apaf-1 
(Shiozaki et al., 2002; Yoshida, 2003; Read et al., 2002), einem Bestandteil der 
mikrosomalen Membran, in die Caspase 9 umgewandelt und kann in dieser Form 
die Effektorcaspasen aktivieren. Das Netzwerk der Caspasen ist noch nicht 
vollständig entschlüsselt, aber die Initiation der Effektorcaspasen hat die 
Apoptose zur Folge. Die Zielproteine der Caspasen liegen in Zytoplasma und 
Zellkern vor. 
Apaf-1, ein Caspaseaktivator, bildet mit Cytochrom c und Caspase 9 das 
Apoptosom und rekrutiert somit die Effektorcaspasen (Baliga et al., 2003; Zech et 
al., 2003; Chandra et al., 2003; Marsden et al., 2002). Ebenso existieren 
Apoptosom-unabhängige Wege die Effektorcaspasen zu aktivieren (Belmokhtar 
et al., 2003). Außer den Caspasen und dem Caspaseaktivator wurde die 
Ausprägung mehrerer Onkogene untersucht. Ein solches Gen ist Bcl-2.  
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In kultivierten B-Zellen und transgenen Mäusen schützt die Expression von  
Bcl-2 vor dem Zelltod. Bcl-2 bindet an die mitochondriale Membran und  
blockiert somit die mitochondriale Schwellung, die zum Zelltod führen würde. 
Mittlerweile ist diese eindeutige Zuteilung der Funktion von Bcl-2 nicht mehr ohne  
Weiteres möglich, da Marsden et al. (2002) darlegten, dass Bcl-2 vielmehr ein  
Caspase-Aktivierungsprogramm reguliert, welches unabhängig vom  
Cytochrom c/Apaf-1/Caspase 9-Apoptosom (Belmokhtar et al., 2003) agiert. Aber 
Bcl-2 besitzt keine Caspase aktivierenden Eigenschaften. Bcl-2 ist in doppelt 
positiven Thymozyten, die zusätzlich CD-69 ausprägen, erhöht, so dass man 
daraus eine fördernde Rolle für Bcl-2 in Bezug auf positiv selektierte, doppelt 
positive Thymozyten schließen kann (Yokoyama et al., 2002). 
BAD, ein weiteres Onkogen, stellt einen heteromeren Partner für Bcl-xL und  
Bcl-2 dar. BAD ersetzt BAX und initiiert den Zelltod (Yang et al., 1995). Die 
Phosphorylierung von BAD verhindert seine Verlagerung an das Mitochondrium, 
so wird die apoptotische Kaskade inhibiert (Cotteret et al., 2003). BAD und 
Glukokinase bilden die Verbindung zwischen Glykolyse und Apoptose in der 
Leber. Ein Glukosedefizit führt zur Dephosphorylierung von BAD und mündet in 
den BAD-abhängigen Zelltod. Der Phosphorylierungsgrad von BAD hilft die 
Glukokinaseaktivität zu regulieren. BAD-defiziente Mäuse zeigen eine abnormale 
Glukose-Toleranz (Danial et al., 2003). 
BAX, Bcl-2 assoziiertes x Protein, ist ein Mitglied der Bcl-2 Familie und wirkt pro-
apoptotisch (Hussein et al., 2003). BAX induziert die Permeabilität der 
mitochondrialen Außenmembran, der genaue Mechanismus ist jedoch noch 
unklar (Degli Esposti und Dive, 2003). BIM ist ebenfalls ein Mitglied der Bcl-2-
Familie, das die Apoptose fördert (Villunger et al., 2003). Bei Defizienz erhöht 
dieser Umstand die Resistenz von Granulozyten gegenüber zytotoxischen 
Substanzen (Villunger et al., 2003). BIM-Expression und Phosphorylierung 
induzieren den BAX- und BIM-abhängigen Zelltod (Putcha et al., 2003). BIM stellt 
ein molekulares Bindeglied zwischen der c-Jun NH(2)-terminale Kinase (JNK), 
Signal Transduktion und der BAX-abhängigen mitochondrialen Apoptose dar (Lei 
und Davis, 2003). Periphere Lymphozyten zeigen keine BIM-Expression 
(Yokoyama et al., 2002). Dies konnte in allen verwendeten PBMC gezeigt 
werden. C-myc kann pro- und anti-apoptotsich wirken (Hussein et al., 2003). Es 
wirkt meist durch transkriptionale Regulation der Zielgene vielfältig (Gartel und 
Shchors, 2003).  
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BAG-1 wird auch als Bcl-2 associated athanogene-1 bezeichnet. Es handelt sich 
um ein Co-Chaperon (Hung et al., 2003) und schützt die Zellen vor Stress.  
BAG-1 bindet an Bcl-2, an nukleäre Hormonrezeptoren und an die Hitzeschock-
Proteine Hsc und Hsp 70 (Townsend et al., 2003). Die Überexpression von BAG 
in Krebszellen verstärkt die Proliferation und das Überleben der Zellen 
(Doong et al., 2002). BAG-1 stellt außerdem das Verbindungsglied von Hsp 70 
zum Proteasom dar (Alberti et al., 2002). Im Zellkern bindet es an viele nukleäre 
Hormonrezeptoren und inhibiert die Hormon-induzierte Apoptose (Tang, 2002). 
P53 ist ein Tumor-Suppressor-Gen, das die Apoptose fördert, es wird als Antwort 
auf zellulären Stress induziert. In Tumoren ist es häufig supprimiert 
(Hainaut et al., 2001). Zink kann an p53 anknüpfen, da mehrere Cysteinreste für 
diese Interaktion zur Verfügung stehen. Die Sequenz-spezifische Bindung von 
p53 an die DNA hängt von Zink und der Redox-Regulation ab. 
p53 kann die zeitliche Produktion von reaktiven Sauerstoffzwischenstufen 
kontrollieren, aber es steht selbst unter der Kontrolle von Veränderungen des 
Zinkspiegels und des zellulären Redoxstatus (Hainaut et al., 2001). P53, c-myc 
und Bcl-2 können sowohl die Zellteilung als auch die Apoptose beeinflussen 
(Vermeulen et al., 2003). 
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass zwischen den mit TPEN behandelten 
Proben und jenen, die anschließend mit Zink inkubiert wurden, keinerlei 
Unterschiede im Spektrum der Caspase- und Onkogen-Expression zu erkennen 
sind. Im Vergleich zu den Kontrollen kann in TPEN behandelten Zellen BAG-1 
amplifiziert werden, was auch bei Zugabe von Zink zum Chelator bestehen bleibt. 
Eine Besonderheit weisen die Zellen auf, die mit 50 µM Zinksulfatlösung 
behandelt wurden, denn in ihnen ist Apaf-1 nachweisbar. Eine Genexpression 
der Caspasen 6 und 2 kann jedoch nicht nachgewiesen werden. Zink induziert in 
dieser Konzentration Apaf-1 und inhibiert die Expression der genannten 
Caspasen. Deutlichere Unterschiede erkennt man im Onkogenspektrum nach 
Zinkgabe, da in den Proben im Vergleich zur Kontrolle BAD und BAX nicht 
expremiert werden. In den Proben, die mit TPEN behandelt wurden, sind BAX 
und BAD nachweisbar. Zink inhibiert also die beiden pro-apoptotischen 
Onkogene. BIM und p53 liegen in keiner der Proben vor. Es sei noch zu 
erwähnen, dass das hier angewandte Testkit zur Untersuchung der Onkogene 
mittlerweile aus dem Handel genommen wurde, da die enthaltene Positivkontrolle 
die GAPDH-Bande nicht beinhaltet hatte. Alle anderen Proben beinhalteten 
dieses ubiquitäre Produkt, da dieses Produkt nicht in der Positivkontrolle 
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erschien, ist es nun fraglich, ob die hier erzielten Ergebnisse unkritisch bewertet 
werden können.  
Der Hersteller konnte keinen Untersuchungskit anbieten, dass ein ähnliches 
Onkogenspektrum umfasst hätte. Die Caspase 3 war in allen Proben vertreten, 
so dass man auf DNA- und damit auch RNA-Ebene nicht von einer 
Beeinflussung durch Zink ausgehen kann. Der Vitalitätsverlust der Zellen nach 
Zugabe von TPEN und die Beobachtung, dass die Zellen mit Zugabe von Zink 
und TPEN wiederum eine höhere Überlebensrate aufweisen, lässt sich nicht 
anhand der Caspasehemmung auf RNA-Ebene nachvollziehen. Diese 
Feststellung deckt sich mit einer neuen Untersuchung der Arbeitsgruppe um 
Cousins et al. (2003). Das Forscherteam legte in einem Modell den 
Zusammenhang von über 22 000 Genen und Zink offen, wobei gezeigt werden 
konnte, dass 1045 Gene auf Zink ansprechen. Hierzu erfolgten unterschiedliche 
Versuchsansätze, um den Zinküberschuss und den Zinkmangel zu simulieren. 
104 Gene waren linear zinkabhängig, d.h. ihre Expression stieg im selben 
Umfang wie die Zinkkonzentration. 86 Gene wiesen das umgekehrte Verhalten 
auf, d.h. die Expression dieser Gene sinkt in dem Umfang, wie die 
Zinkkonzentration steigt. Die Untersuchungen wurden mit THP-1 Zellen, einer 
monozytären Zelllinie durchgeführt. Besonderes Interesse gilt dem Protein 
Tristetraprolin, welches am stärksten auf Zinkveränderungen reagiert; bei 
Zinkmangel sinkt die Expression um das 14-fache, beim Anstieg der 
Zinkkonzentration steigt die Expression um das 2-fache. Tristeraprolin ist ein 
Zink-Finger-Protein und destabilisiert die m-RNA von TNF-α. Zudem zeigte diese 
Untersuchung, dass die Caspasen nicht durch Zinkkonzentrationsänderungen 
beeinflusst werden. Die von Maret et al. (1999) und Truong-Tran et al. (2001) 
dokumentierte Beobachtung lässt sich also nur auf der Proteinebene zeigen, 
denn hier wurde keine Veränderung der RNA ermittelt. 
Folglich reguliert Zink die LPS-Aktivität und die Sensibilität gegenüber der 
Apoptose. Über Protektion oder Verstärkung entscheidet der Zeitpunkt der 
Zinkgabe. 
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6. Zusammenfassung 
 
Zink ist ein essentielles Spurenelement für das Immunsystem. In dieser Arbeit 
gelang es wichtige Mechanismen der Interaktion von Zink im Zusammenhang mit 
LPS aufzuklären. Hierbei ist der Zeitpunkt der Zinkgabe der entscheidende 
Faktor, da eine frühzeitige Zinkgabe deutlich protektive Wirkungen im Verlauf der 
Sepsis zeigt. Eine spätere Gabe von Zink verstärkt die Reaktion des Organismus 
auf gramnegative Keime, so dass es zur kritischen Situation für die Zellen 
kommt. Diese Mechanismen der Interaktion zwischen LPS und Zink geschehen 
nicht auf rein zellulärer Ebene. Dies belegen sämtliche in vitro-Versuche dieser 
Arbeit. Ein Serumfaktor der eventuell in der Leber synthetisiert wird scheint 
entscheidenden Einfluss auf die LPS-Wirkung zu nehmen.  
Ein Serumfaktor, wie er auch im Zusammenhang mit dem Zink-defizienten 
Organismus bei gesunden älteren zu beobachten ist. Dieser Faktor bewirkt bei 
den Alten eine monozytäre Voraktivierung. Im vitalen Organismus kann während 
der Sepsis durch Prämedikation mit Zink ein Serumfaktor induziert werden, der 
die Wirkung von LPS abschwächt. Zudem zeigt Zink bei der Interaktion mit TNF-
α einen protektiven Effekt für Mausfibroblasten, der sich in der signifikant 
höheren Überlebensrate von Zellen nach Vorinkubation mit Zink zeigt. Dieser 
schützende Effekt beruht auf rein zellulärer Interaktion, da er im in vitro Versuch 
mehrfach reproduziert wurde. Somit scheint Zink seine Wirkungen zum einen auf 
induktiver Weise in der Leber zu entfalten, als Schutz vor LPS, zum anderen auf 
zellulärer Ebene als Schutz vor TNF-α. Die genaueren Untersuchungen der 
Beeinflussung von Zink in bezug auf die Apoptose zeigen, dass Zink ein 
Hauptelement der Apoptose zwar inhibieren kann, dies aber nur beim aktiven 
Protein, ein Einfluss auf Ebene der Genamplifikation kann ausgeschlossen 
werden. Zink hat aber für die Vitalität von humanen PBMC essentielle 
Bedeutung, da der Zinkentzug zu einem signifikanten Abfall der Überlebensrate 
führt, eine Zinksubstitution diesen Effekt aber wieder umkehrt. 
Die in dieser Arbeit aufgeklärten direkten und indirekten Wirkungen von Zink auf 
Immunzellen in vitro und in vivo belegen die essentielle Bedeutung von Zink für 
das Immunsystem. Sie bilden die Grundlage einer spezifischen, den jeweiligen 
Bedürfnissen angepassten Zinkapplikation in vivo und weisen auf neue 
Einsatzgebiete, aber auch mögliche Komplikationen und Nebenwirkungen einer 
Zinktherapie hin. 
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